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Опиоидные пептиды мозга (эндорфины и энкефалины) пред- 
ставляют собой новый класс биоорганических соединений, выпол- 
няющих в организме роль межклеточных и межтканевых нейро- 
регуляторов. Необычайно широкий и пристальный интерес, прояв- 
ляемый к этим соединениям со стороны исследователей самого 
различного профиля, обусловлен целым ‘рядом обстоятельств, 
Прежде всего, эндогенные опиоиды — особая группа нейромедиа- 
торов и нейромодуляторов, специализированных в отношении не- 
больших групп нейронов головного и спинного мозга, физио- 
логическая функция которых, по-видимому, сводится к обеспече- 
нию анальгетических эффектов, а также деятельности экстрапи- 
рамидной, лимбической и нейроэндокринной систем. Открытие энд- 
орфинов и энкефалинов, таким образом, создало предпосылки для 
формирования новых направлений в облаети физиологии мозга. 
Вместе с тем изучение физиологических функций эндогенных опи- 
оидов обусловило развитие широкого фронга исследований по вы- 
яснению их роли в патогенезе психических и неврологических рас- 
стройств у человека. Кроме того, открытие и изучение свойств 
эндорфинов определило стремление химиков и фармакологов со- 
здать их синтетические аналоги, которые воспроизводили бы в 
чистом виде, без осложнений стойкий анальгетический эффект. 
В настоящее время получены десятки таких аналогов, причем 
некоторые из них по важнейшим фармакодинамическим и фарма- 
кокинетическим параметрам превосходят морфин. Дополнительным 
стимулом для проводимых исследований явилось предположение 
об участии эндогенных опиоидов в механизме реализации таких 
терапевтических обезболивающих воздействий, как акупунктура, 
гипноз и другие. Ее 9 

Еще один интереснейший аспект проблемы эндогенных опиои- 
дов — исследование особенностей их биосинтеза. Установлено, что 
эндорфины (В, уиа) и мет-энкефалины представляют собой фраг- 
менты аденогипофизарного гормона В-липотропина. Можно пола- 
гать, что эти морфиноподобные соединения, по крайней мере от- 
части, являются продуктами многостадийного ограниченного про- 
теолиза липотропина, т. е. имеют гормональное происхождение. 
Следует напомнить, что В-липотропин — вероятный предшественник 
эндорфинов и мет-энкефалина — образуется в свою очередь из 
прегормонального белка аденогипофиза (молекулярная масса при- 
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мерно 31000), из которого образуется также АКТГ. Интересно, 
что из В-липотропина наряду с эндорфинами и мет-энкефалином 
формируются В-МСГ и стимулятор запоминания, а из АКТГ— 
а-МСГ, регулятор секреции инсулина и тот же стимулятор запо- 
минания. Таким образом, последовательный специфический про- 
теолиз одного прегормонального белка гипофиза служит источни- ] 
ком целого семейства пептидов с различными видами физиоло- | 
гической активности. Важно отметить, что значительная часть | 
опиоидов мозга представлена лей-энкефалином, предшественники | 
и механизмы синтеза которого до настоящего времени не установ- 
лены. ] 
Выявление общности биогенеза гормочов аденогипофиза и эн- 






е 
догенных опиоидов, с одной стороны, установило новую форму р 
взаимодействий нервной и эндокринной систем, с другой — поста- ву. 
вило перед исследователями весьма важный вопрос’ о способах зат 
дифференциальной регуляции протеолитического образования раз- ро! 
личных гормональных и медиаторных олигопептидов из единого об. 
предшественника в разных структурах мозга и нижнего мозгового С: 
придатка. С последним же обстоятельством тесно связан интерес- Дя 
ный вопрос о механизмах ‚дискриминированной рецепции различ- пеп 
ных опиоидных соединений разными группами избирательно ре- опи 
активных к ним нейронов. буд 
Все сказанное позволяет думать, что предлагаемая вниманию дов 
советских читателей монография «Эндорфины» весьма полезна и | обн 
своевременна. Монография представляет собой капитальную свод- — тор 
ку современных данных по проблеме эндогенных опиоидов, состав- лиц 
ленную крупными специалистами в этой новой области исследо- лв 
ваний. Книга состоит из 32 статей, посвященных соответственно мус 
химической структуре эндорфинов и энкефалинов; путям их био- ; кеф. 
синтеза; методам выявления и количественного анализа опиоидов; В-ли 
их локализации и особенностям циторецепции в различных струк- ГИПС 
турах мозга; различным физиологическим эффектам природных В-ли 
опиоидных соединений, их синтетических аналогов и специфиче- тать 
ских антагонистов, а также некоторых других олигопептидов моз- пред 
га; возможной роли морфиноподобных факторов в генезе психи- | 
ческих и невропатологических расстройств и реализации обезбо- (док 
ливающего действия иглоукалывания. Почти в каждой статье об- Ники 
РЕрИСеЛЬНО ПродстаВАЕНА. МОТОДАНОКАЯ Моск Бывола не иссле- обра 
дований. Таким образом, в монографии достаточно полно, на с0- мет-з 
временном уровне и с различных сторон рассмотрены наиболее сон 1 
‘актуальные аспекты и тенденции проблемы эндогенных п ы вуют 
эндорфинов. По-видимому, данная книга является ептидов и др 
время наиболее полным обобщением исследований в настоящее фуга. 
ваемой проблеме. Представленные в ней сведения ие рассматри- в нес 
зрения, могут вызвать значительный интерес у ашей точки гичес 
биологов и медиков. У широкого круга га (Г 
= о : 
Проф. В. Б. Розен ее. 
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Существование в нервной ткани специфических опиатных ре- 
цепторов, связывающих морфин и другие опиаты со сродством, 
пропорциональным их анальгезирующей активности, свидетельст- 
вует о том, что эндогенные лиганды для этих рецепторов могут 
запасаться в нейронах и выступать в роли предполагаемых ней- 
ромедиаторов. Честь создания основополагающих работ в этой 
области принадлежит А. Голдстайну, Дж. Хьюсу, Х. Костерлицу, 
С. Снайдеру, Л. Терениусу и их сотрудникам. В исследованиях 
Дж. Хьюса и Х. Костерлица были идентифицированы два пента- 
пептида нервных тканей, играющие роль эндогенных лигандов для 
опиатных рецепторов. В соответствующих статьях данного издания 
будут рассмотрены исторические основы и научная логика иссле- 
дований, обусловивших открытие этих двух энкефалинов. В мозгу 
обнаружены и другие эндогенные лиганды для опиатных рецеп- 
торов; все эти лиганды, в том числе и открытые Хьюсом и Костер- 
лицем энкефалины, получили название эндорфинов. Все эндорфины 
являются полипептидами. В-Эндорфин, содержащийся в гипотала- 
мусе и в гипофизе, характеризуется более высокой чем у мет-эн- 
кефалина молекулярной массой, и представляет собой фрагмент 
В-липотропина — другого полипептида, также обнаруживаемого в 
гипофизе и гипоталамусе. И хотя мет-энкефалин, В-эндорфин и 
В-липотропин химически сходны между собой, нет оснований счи- 
тать, что В-липотропин в тканях мозга является обязательным 
предшественником В-эндорфина или мет-энкефалина. 

Как показано в соответствующих статьях данного издания 
(доктор Блюм и его сотрудники, а также доктор Акил и сотруд- 
ники), нейроны, запасающие В-эндорфин, локализованы главным 
образом в гипоталамусе; в отличие от этого, нейроны, запасающие 
мет-энкефалин, распределены по разным участкам мозга (Иоханс- 
сон и др., данное издание). Так, например, энкефалины присутст- 
вуют в системе внутренних интернейронов полосатого тела (Янг 
и др., а также Куелло, данное издание), запасаются в амигдало- 
фугальном тракте (Юл и др., данное издание) и локализованы 
в небольших группах нейронов; такие «микроядра» энкефалинэр- 
гических нейронов присутствуют в различных участках ствола моз- 
га (Иоханссон и др., Юл и др., данное издание). Хотя в вопросе 
о физиологической роли энкефалинов еще много неясного, есть 
все же основания думать, что эти пептиды модулируют болевые 
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восприятия и, кроме того, участвуют в регуляции экстрапирамид. 
ной, лимбической системы и нейроэндокринных функций. Эндо 
фины, подобно катехоламинам, представляют собой, вероятно, се 
мейство нейромедиаторов, имеющих очень важное значение. Слов 
дует, однако, сказать, что их нейрофизиологическая функция | 
точности еще не установлена; исходя из данных, приведенных 
нашей монографии, можно лишь строить предположение об р $ 
физиологической роли в функционировании различных трактов эн: 
дорфинэргических нейронов. Проблемы, связанные с метаболиз. › на 
мом, физиологией и патофизиологией эндокринов, задают нейро- я 

биологам новые загадки. В данной монографии, посвященной энд- | 


и 
орфинам, приведены труды ученых, внесших вклад в разрешение | 


этих загадок; здесь представлены самые последние данные о фи- р С >. 
зиологической, фармакологической и патогенной роли эндорфинов. | 
Нам приятно отметить предусмотрительность вновь основанной | С. А 
Медицинской школы в Бреше, организовавшей этот симпозиум по | ] 
эндорфинам (Бреша, Италия, 28—30 августа 1977 г.). Мы также. - В. А! 
очень признательны профессору Р. Паолетти, президенту фонда _ 1 
Лоренцини в Милане (Итали ), за проявленный им интерес к _ Е м, 
рассматриваемой проблеме, за предоставленные нам чрезвычайно г 
ценные научные консультации и за финансовую поддержку сим- С 
позиума. а 
Е. Костай с 

М. Трабукки Ик 

Г” А 

С 

А. Ва: 


а: 
А 
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дин 
ход; 


АКТИВНЫЕ ПЕПТИДЫ В НЕРВНОЙ ТКАНИ. 
ИСТОРИЧЕСКИЕ ПЕРСПЕКТИВЫ 


Г. ЦЕТЛЕР 
(а. 2еНег) 


Лекция об исторических перспективах проблемы, обсуждаемой 
на этом симпозиуме, не может строго следовать теме «Эндорфины», 
которая близка участникам симпозиума и которой посвящено не- 
сколько опубликованных сравнительно недавно обзоров '53, 56, 
182, 183]. В результате сопоставления пептидной природы опиои- 
дов, с одной стороны, и взаимозависимости механизмов и структур 
мозга —с другой, возникло общее представление о фармакологи- 
чески активных пептидах, присутствующих в нервной системе. 
В течение шести последних лет в области изучения таких соедине- 
ний сделаны большие успехи, а исследования природных опиоидных 
пептидов усилили развитие этого направления в нейробиологии. 

В нервной системе обнаруживается более 20 фармакологиче- 
<ски активных пептидов и факторов, имеющих, по-видимому, пеп- 
тидную природу. Однако быстрому развитию этой области иссле- 
дования предшествовал длительный период затишья, и многие сое- 
динения были обнаружены лишь в течение последнего десятилетия. 
Принимая во внимание принципиальную возможность многообра- 
зия мыслимых пептидов и существование в мозгу многочисленных 
белков [13] и простых пептидов [173], можно думать, что список 
обнаруженных активных пептидов будет все более и более увели- 
чиваться. Кажущаяся опасность «проглядеть» какие-либо важные 
пептидные соединения [159] из-за их низкой концентрации в тка- 
нях преодолевалась использованием на ранних стадиях исследо- 


вания фармакологических, а не биохимических критериев их при- 
<сутствия. 


Нейрогормоны гипоталамуса. 
Преобладают ли не нервные функции? 


Термин «нейрогормон» отражает то характерное для эндокри- 
нологии правило, что образование того или иного активного сое- 
динения и его действие пространственно разобщены, т. е. проис- 
ходят в различных участках, соединенных между собой транспорт- 
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ным механизмом. В соответствии с этим мозг, или, точнее, 
таламус, не может служить мишенью для окситоцина, ва 
сина и факторов, регулирующих функции аденогипофиза. Ол 
как недавно было показано, правило это соблюдается не во 
случаях. 


ОКСИТОЦИН И ВАЗОПРЕССИН 


Окситоцин и вазопрессин — первые активные пептиды, о 
руженные в нервной ткани. В 1924 г. Абель [1] показал, что 
содержатся в экстрактах инфундибулярной зоны, а в 1928 г. 
деленберг [200] и Сато [175] подтвердили это. В течение мно 
лет наличие вазопрессина и окситоцина в ткани мозга став 
под сомнение, пока Мелвилл и Хейр [126] не обнаружили 
прессина в области супраоптического ядра. Тем не менее источи 
ком этих гормонов считали нейрогипофиз, а их присутстви‹ 
гипоталамусе объясняли обратным транспортом через гипотала: 
нейрогипофизарный тракт и(или) спинномозговую жидкость к: 
мана воронки. Концепция такого транспортного механизма б 
предложена Коллином {[24, 25] в 1998 ги получила назв 
«нейрокринно-гипофизарная». Природа взаимосвязи между ги 
таламусом и нейрогипофизом была установлена в 
Шеррера [176], исследовавшего морфологию нейросекр 


и вазопрессорный эффекты? к 

В настоящее время ни у кого не возникает сомнения в том, 
что окситоцин и вазопрессин, так же как и их нейрофизины,» 
синтезируются, транспортируются и высвобождаются еронанн 
супраоптического и паравентрикулярного ядер [213] .Однако «неё 
рокринная» концепция, или ее модификация, ааа м 
энцефалокринной», несомненно, устарела, и мы рассмотрим ве > 
позднее. Окситоцин и вазопрессин либо вообще не оказывают пря- 
мого действия на одиночные центральные нейроны, либо а 
ствие выражено слабо. Исключение составля 


ют клетки паравен- 
трикулярного ядра, сильно стимулируемые ОКСИТОЩиНО 1133], 
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и клетки супраоптического ядра, активность которых тормозится 
вазопрессином [140]. Следовательно, для этих пептидов более ха- 
рактерно деиствие вне нервной системы. Однако в фармакологи- 
ческих исследованиях поведения наметились новые аспекты дейст- 
вия этих гормонов. В опубликованном недавно обзоре делается 


| вывод, что «вазопрессин играет определенную роль в физиологии 
памяти» [33]. 


} ЛИБЕРИНЫ ГИПОТАЛАМУСА 


| Рассматривая центральный контроль активности передней до- 
ли гипофиза, Харрис [60] проанализировал результаты 366 иссле- 
дований и пришел в 1960 г. к следующему выводу; вероятнее 
всего, что «нервные волокна гипоталамуса высвобождают в пер- 
| вичное сплетение сосудов воротной системы в ‘области срединного 
возвышения некое. гуморальное вещество (или вещества), которое 
затем перемещается в рагз 41${а!$ гипофиза и там осуществляет 
контролирующее действие». Действительно, несколькими годами 
раньше в опытах ш уИго было установлено существование био- 
| 5 генного фактора центрального происхождения, который стимули- 














- 4 © рует высвобождение АКТГ из ткани передней доли гипофиза [57, 
в. 1 У 170]. С тех пор в результате многочисленных исследований было 
: | _\^ обнаружено восемь регуляторных факторов гипоталамуса (см. об- 


| | 2. зоры [160, 207]). Многие из этих факторов, если не все, имеют 
Е + пептидную природу [169]. Отсюда вытекает, что компетентные 
нейроны гипоталамуса передают свои стимулирующие или тормоз- 
ные сигналы с помощью специфических пептидов, т. е. пептидэрги- 

| ческим путем. 
В последние годы исследования гипофизотропных ‘факторов 
|] развивались в трех направлениях. Во-первых, оказалось, что на 
пептидэргическую — гипоталамо-переднегипофизарную регуляцию 
оказывают влияние моноамины, причем эта регуляция может быть 
изменена воздействием лекарственными средствами, обладающими 
2 сродством к рецепторам аминов или вмешивающимися в их мета- 








о болизм '[ 34]. 

№ Во-вторых, с помощью чувствительных радиоиммунологических 
в и иммуногистохимических методов были выявлены тиролиберин, 

- люлиберин и соматостатин вне гипоталамуса, а именно в коре, 

ой миндалевидном ядре, спинном мозгу и спинномозговой жидкости 


, [106, 122, 218]. 31% общего содержания тиролиберина в мозгу 
- крысы обнаруживается вне гипоталамуса, в участках мозга, бо- 
4 гатых катехоламинами и, как полагают, играющих важную роль 
а в эмоциональном поведении [219]. Постулировано, что первичным 
М участком образования и распространения этих пептидов является 
гипоталамус [122]. Однако этому выводу противоречат результаты 

опытов, показавших, что деафферентация гипоталамуса а 


- 2—1594 
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ет снижение соматостатиноподобной активности только в г 
ламусе, но не в других участках мозга [15]. 

И в-третьих, было показано, что эти пептиды, несомненно, спо. 
<обны оказывать не только гипофизотропное действие [218]. При 
микроионофоретической аппликации тиролиберин и соматостатин 
подавляют активность нейронов в клиновидном ядре, в коре боль. 


ипота- 


ших полушарий и мозжечка и в гипоталамусе. Далее, тиролиберин 


и соматостатин в фармакологических экспериментах влияют на 
поведение и моторную активность животных и изменяют эффекты 
лекарственных препаратов с хорошо известным центральным дей. 
ствием [27, 96, 104, 105, 127, 139, 163, 172, 214]. 

Таким образом оказывается, что в отличие от окситоцина и 
вазопрессина регуляторные факторы гипоталамуса выполняют в 
самой центральной нервной системе по крайней мере столь же 
важные физиологические функции, как и вне ее, т. е. в передней 
доле гипофиза. Вполне возможно, что в будущем эти соединения 
будут использоваться для лечения нервных и психических заболе- 
заний, таких, как паркинсонизм, депрессия и алкоголизм [156]. 


Другие нейропептиды. 
Преобладают ли нервные функции? 


ВЕЩЕСТВО Р 


Вещество Р было первым из обна 
‘типа. Оно было открыто в 1931 г. Эйл 
исследовании ацетилхолина в тканевы 


руженных пептидов этого 
ером и Гаддумом [43] при 
х экстрактах. Тем не менее 


ием кишки, расшир м о резистентным к атро: 

пину сокращен , ирением сосудов и и- 
‚ем т обзоры (59, 109, 112, 113, 139, 1521.98 И слюноотделен 

Исследования, проведенные в посл 
нием специфических радиоиммунологич 
‘ческих методов подтвердили старые данные, полученные методом 
‘биоиспытаний, о неравномерном распределении вещества Р в нерв- | 
ной системе — с удивительно высокой концентрацией в з адних мо 
решках (|111, 188] и наиболее высокой концентрацией в зирз{апНа 
т1ста {[16, 39, 87, 157, 232, 233]. Подтвердились и результаты более 
ранних работ на опухолях мозга [54], свидетельствующие о лока- 
лизации вещества Р в нервных клетках; но не в тлиальной тии 
[67—70]. Нашли подтверждение [69, 189] также данные о пеле 
‘носе вещества Р вдоль аксона [71]. Стары 


е и новые данные = 
сви 
детельствуют о высвобождении вещества Р из нервных тканей, т. е. 


едние годы с использова- 
еских и иммуногистохими- 
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из коры головного мозга |[179], спинного мозга [3, 143, 158], 
гипоталамуса [85, 197, 198], зибзапНа пота [84] и нервных 
окончаний [177]. Многочисленные работы последних лет [38, 155] 
подтверждают более ранние наблюдения о субклеточной локали- 
зации вещества Р в нервных окончаниях. 

Исходя из характера распределения вещества Р в нервной 
системе, Лембек [111] пришел в 1953 г. к выводу о том, что ве- 
щество Р может быть медиатором первого сенсорного нейрона. 
Вещество Р оказывается эффективным стимулятором мотонейро- 
нов спинного мозга и нейронов кортикальных структур и клино- 
видного ядра \[63, 94, 103, 154]. Эти данные, а также избиратель- 
ная чувствительность ноцицептивных нейронов [62] также свиде- 
тельствуют в пользу физиологической роли вещества Р в сенсор- 
ных процессах. Более того, чистое вещество Р модулирует возбу- 
димость а-мотонейронов, причем его действие противоположно 
действию морфина [99]. Эти факты по-новому освещают старые 
данные о том, что неочищенный препарат вещества Р обладает 
гиперальгезирующим действием и неконкурентно подавляет обез- 
боливающее действие морфина у мышей [136, 222, 231]. В резуль- 
тате было выдвинуто предположение о возможной связи метабо- 
лизма вещества Р в нервной системе с толерантностью к морфину 
[222]. Однако синтетическое вещество Р оказывается эффектив- 
ным анальгезирующим средством у мышей [120, 187], хотя оно 
не обладает сродством к морфиновым рецепторам в синаптических 
плазматических мембранах мозга крыс [192] или в уаз Чеегепз 
мышей 1[77]. В связи с этим рассматривалась возможность суще- 
ствования более чем одного типа морфиновых рецепторов и неко- 
торых других механизмов ([98, 187]. В настоящее время нельзя 
сказать, обусловлено ли обезболивающее действие неочищенного 
препарата вещества Р какими-либо пептидными примесями, та- 
кими, как фракция Ес (см. ниже). В связи с тем что многие 
лекарственные препараты центрального действия неспецифически 
противодействуют болеутоляющему действию морфина [231], важ- 
но указать на антианальгезирующее действие В-меланоцитстимули- 
рующего гормона [97], производных вазопрессина [101], АКТГ- 
подобных пептидов {[217] и экстрактов мозга, содержащих «ант- 
эндорфин» аргинин-энкефалин [205]. Соматостатин представляет 
собой другой пептид, рассматриваемый как эндогенный антагонист 
эндорфиновой системы [193]. Следовательно, ощущение боли мо- 
жет контролироваться балансом целого ряда нейропептидов, в свя- 
зи с чем мы и рассмотрим сейчас опиоидные пептиды. 


ОПИОИДНЫЕ ПЕПТИДЫ 


Обнаружение эндогенных опиоидных пептидов, т. е. эндорфи- 
нов и энкефалинов [77, 115, 147, 194, 196], явилось результатом 
скорее дедукции, чем озарения, поскольку в его основе лежат ис- 
2+ 
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следования морфиновых рецепторов в нервной системе и идея д 
необходимости существования эндогенных лигандов т < 
реоспецифических рецепторов (см. обзоры [53, 56, 182, ]). Оче- | 
видно, что многочисленные открытия в этой новой области стиму- в 
лировали исследования анальгезии, наркомании и даже акупунк- Е: 
туры (иглоукалывания), эффект которой подавляется налоксоном =) 
и которая, как полагают, вызывает «выделение эндогенных ве- — 
ществ, обладающих наркотическим и обезболивающим действием» 
[123]. Новые перспективы обозначились, ко! да было показано, что 
эндорфины помимо способности оказывать обезболивающее дей- 
ствие влияют также и на поведение крыс 12, 83, 88, 128, 153, 212]. 
В опытах с крысами, вводившими себе мет- и лей-энкефалины, 
было установлено, что эти соединения обладают эйфорогенными у 
и подкрепляющими свойствами, аналогичными таковым морфина; 
в связи с этим было высказано предположение о том, что эндо- 
тенные опиоиды, такие, как лей-энкефалин, участвуют в осуществ- 
лении функции подкрепления со «снижением мотиваций» [9]. 
О неизвестной пока еще роли эндорфинов в поддержании нор- 
мального поведения [12] свидетельствуют также данные об уве- \ 
личении содержания эндорфинов в спинномозговой жидкости при 


хронических психозах [195], а также превосходный эффект нар- ' 


котического антагониста налоксона при хронической шизофрении 
758]. 





ПЕПТИДЫ, ВЫЗЫВАЮЩИЕ СОН ы 


Вполне возможно, что пептиды 
зывающих сон. Это утверждение возвращает нас к 1910 г., когда 
- 
«Лежандр и Пьерон |110] сообщили об индукции сна у нормаль- 
ных собак при внутрижелудочковой 


инъекции им спинноз ой | 
жидкости (СМЖ) собак, лишенных МОУ В 


сна. СМЖ нормал - 
вотных такого деиствия не оказывала. ое тия я а 06 


ласти развивались медленно, и, несмотря н ых 
тельные результаты, сейчас представляь ся ое: ик ь 
тканях мозга, и в СМЖ фактор, индуцирующий сон по х “ 
в тот период, когда животное бывает лишено сна {36 2 и: ; 

146]. В отекающей же от мозга венозной крови к оли а : 
является во время сна, индуцированного ны он по- 
цией таламуса (|[131]. Фактор, обнаруженный в СМ стимуля- 
мозгу, обладает, очевидно, пептидной ет Уктурой [136 И. в 
тор, выделенный из крови, представляет собой НОЕ 7, а фак- 
По-видимому, существует несколько индуцирующих со тид [178]. 
различной молекулярной массы. В настоящее врем н пептидов 
‘существуют ли эти пептиды в преформированном не неизвестно, 
же они образуются только по мере необходимость сстОянин, ва 
нии сна. › т. е. при лише- 


РРоАк` ЧО 


Участвуют в механизмах, вы- 
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ПЕПТИДЫ, ИНДУЦИРОВАННЫЕ ОБУЧЕНИЕМ 


Более 25 лет тому назад было высказано предположение о 
том, что основой долговременной памяти служит сохранение в 
мозгу специфически закодированных белков [89]. Позднее спо- 
собность хранить информацию стали связывать с рибонуклеиновой 
кислотой [78, 79]. Принципиальным и спорным моментом в этой 
области является следующий вопрос: имеются ли в мозгу специ- 
фические информационные соединения и можно ли, экстрагируя 
эти соединения и вводя их необученным животным, передавать 
последним приобретенный навык? После удаления нуклеотидов и 
белков в экстрактах мозга обученных животных остаются пептиды, 
которые, согласно имеющимся данным, синтезируются в ходе обу- 
чения. Их биологическая активность заключается в индукции того 
типа поведения, которому обучалось животное-донор. Как указы- 
вал в своих обзорах Унгар [202, 203], появление` специфических 
пептидов индуцируется при каждой из нижеперечисленных ситуа- 
ций обучения: избегание темноты (пептид: скотофобин), привы- 
кание к шуму (пептид: амелетин), различение цвета у рыб, выра- 
ботка плавательных реакций у рыб, избегание спрыгивания, про- 
хождение лабиринта, избегание красного и зеленого, спинальная 
фиксация асимметричной позы. Скотофобин представляет собой 
пентадекапептид [204], амелетин — гексапептид [203], два фак- 
тора дискриминации цвета — додека- и тридекапептиды [[190]. 
Не вдаваясь во все еще спорную область кодирования памяти 
пептидами [129], можно сослаться на следующее замечание Ун- 
гара [202]: «Молекулярный код попросту обозначает новые связи, 
<озданные обучением, и гарантирует их сохранность в форме па- 
мяти». Пептиды могут также оказывать неспецифическое действие 
на обучение и процессы памяти, как это показано для АКТГ, ва- 
зопрессина, меланоцитстимулирующего гормона и В-липотропина. 





ПРОЧИЕ ПЕПТИДЫ 


Успешное развитие исследований нейрогормонов гипоталамуса 
и вещества Р стимулировало систематические поиски новых пеп- 
тидов; особенно этому способствовало совершенствование методов 
экстрагирования и иммунологического тестирования. В результате 
были обнаружены ранее неизвестные тридекапептид неиротензин 
[21] и трипептид Н!з- (Су, 1$) из заднего столба спинного мозга 
кошки [117]. Этот трипептид оказывает тормозящее действие на 
нейроны задних рогов и ствола мозга, и по-видимому, имеет важ- 
ное значение для торможения спинальных нейронов. Далее, во 
многих участках мозга иммунологическими методами были обна- 
ружены гастрин [208], холецистокинин [35] и вазоактивный ки- 
шечный полипептид [17, 171]. Весьма неравномерное распределе- 
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ние этих пептидов в мозгу свидетельствует о том, что они выпол- 
няют какую-то пока еще неизвестную функциональную роль. Это 
относится также к дипептиду карнозину (А]а-Н1$), локализован- 
ному преимущественно в обонятельной луковице. Исходя из такой 
его локализации и особенностей поведения в биохимических и фи- 
зиологических экспериментах, Марголис [121] пришел к выводу, 
что карнозин является предполагаемым нейромедиатором в пер- 
вичном обонятельном пути. Эта гипотеза нашла подтверждение в 
недавно обнаруженном синтезе карнозина в нейронах [138]. Од- 
нако является ли карнозин фармакологически активным пептидом” 
Анализ имеющейся литературы не дает четкого ответа на этот 
вопрос. Но, по нашим данным, карнозин усиливает сократитель- 
ную реакцию электрически стимулированного уаз 4еегепз мор- 
ской свинки [229]. Такой же эффект вызывают и некоторые другие 
пептиды: брадикинин, вещество Р, эледоизин, ангиотензин и глю- 
кагон, но при этом карнозин обладает наименее выраженным сти- 
мулирующим действием. Тем не менее даже такая слабая фар- 
макологическая активность оказывается существенной и дает кар- 
нозину статус активного пептида, поскольку другие пептиды — 
тиролиберин, гастрин, нейротензин и соматостатин — не усиливают 
отмеченной сократительной реакции. Следовательно, для соответ- 
ствующих нейронных структур карнозин может оказаться мощным 
агентом. Рассмотренный пример свидетельствует о следующем: 
1) результаты нейрохимических исследований можно будет, оче- 
видно, использовать для обнаружения скрытой фармакологической 
активности и 2) можно постулировать, что (предполагаемые) ме- 
диаторы (или модуляторы) могут обладать фармакологической ак- 
тивностью. 

Новым гипотезам может угрожать опасность со стороны ме- 
тодических ловушек. Примером этому служит постулированная 
несколько лет назад ренин-ангиотензиновая система мозга [[47,. 
52]. В настоящее время обсуждается вопрос о том, что и ренин, 
и ангиотензин ИП, обнаруживаемые в экстракте мозга, являются 
артефактами, обусловленными соответственно катепсином и ангио- 
тензиназой, влияющими на результаты радиоиммунологического- 
тестирования [31, 161]. Биотест на прессорное действие соответ- 
ствующих экстрактов мозга также свидетельствует о неспецифи- 
ческой, а не ангиотензиноподобной активности [76]. Будет неуди- 
вительно, если окажется, что благодаря сходным ловушкам, обус- 
ловленным пептидазами мозга, при иммупологическом тестирова- 
нии были получены кажущиеся данные о наличии других пептидов: 
в экстрактах мозга. В такой ситуации задачу значительно облег- 
чило бы использование специфического биотеста для каждого ис- 


следуемого пептида. 
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ПЕПТИДЫ С НЕИЗВЕСТНОЙ СТРУКТУРОЙ 


Экстракты мозга содержат фармакологически активные ком- 
поненты, которые теряют свою активность при обработке пептид- 
азами, что свидетельствует о существовании других нейропептидов 
с неизвестной структурой. 

Неочищенный препарат вещества Р подавляет развитие су- 
дорог, вызываемых стрихнином и пикротоксином [186, 222, 223], 
причем противосудорожную активность можно отделить от вещест- 
ва Р [14, 50, 90]. Неочищенный препарат вещества Р содержит 
помимо вещества Р фактор Ес, обладающий свойствами кислого, 
устойчивого к трипсину пептида |[74, 90, 295, 224, 225]. В отличие 
от вещества Р фактор Ес содержится только в коре, но не в 
зибзапйа п!ота и бледном шаре [230]. Он стимулирует изолиро- 
ванную кишку путем высвобождения ацетилхолина [296], обла- 
дает лишь слабым гипотензивным действием и не увеличивает 
сократительного ответа электрически стимулированного уаз 4ее- 
тепз морской свинки |229]. Другие Ес-подобные факторы, кото- 
рые, однако, инактивируются трипсином, были экстрагированы из 
подкорковых тканей, т. е. гипоталамуса, миндалевидного ядра и 
красного ядра [230]. Свойства этих факторов отчетливо указы- 
вают, что ни нейротензин, ни вазоактивный кишечный полипептид 
не служат активным началом этих соединений. Устойчивый к трип- 
сину пептид выявляется также в высокоочищенном веществе Р 
из гипоталамуса козы [125]. Нельзя исключить, что в мозгу име- 
ются и другие пептиды, подобные веществу Р ([16, 81, 230]. 

Экстракты субклеточных частиц, полученных из нервных тка- 
ней, содержат материал, из которого под влиянием ферментов, 
таких, как трипсин, плазмин и калликреин, выделяется кининопо- 
добный пептид, вызывающий сокращение кишки [42, 74, 75, 80, 

180, 215, 216]. Кининоген и пептидазы, обеснечивающие высвобож- 
дение и инактивацию кининов, также обнаруживаются в мозгу 
(19, 216], но в свободном состоянии встречается лишь незначи- 
тельное количество кининоподобного матернала [215]. При повы- 
шении температуры у кроликов концентрация кининогена в гипо- 
таламусе падает ([150] и кининоподобные вещества обнаружива- 
ются в перфузате желудочков мозга |[20]. В связи с этим пришли 
к выводу, что кининоген-кининовая система мозга может участ- 
вовать в механизмах повышения температуры в ответ на пирогены 
[150]. При внутрижелудочковом введении брадикинин и каллидин. 
оказывают возбуждающее действие и повышают кровяное давле- 
ние [26]. Эти наблюдения представляют значительный интерес в 
связи с вызыващими сомнение данными э пентральном действии 
брадикинина [211]. Однако, не зная точно химической структуры 
кинина (кининов), о котором идет речь, нельзя быть уверенным в 
том, что наблюдаемые эффекты не обусловлены нейротензином, 
классифицированным как кинин [21]. 
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Пептидэргический нейрон. 




































кра 
КОНЦЕПЦИЯ И СТРУКТУРЫ зи 
воз 
Термин «пептидэргический нейрон». был введен десять лет на- нех 
зад Баргманом и др. [6] и казался пригодным только для харак- т. 
теристики способа действия нейросекреторных нейронов гипота- [99 
ламуса, синтезирующих окситоцин и вазопрессин. Места контакта пер 
этих нейронов с эпителиальными клетками получили название | 144 
«пептидэргические синапсы». Однако через кесколько лет, когда в, | ПО-Е 
экстрактах из различных участков мозга были обнаружены либе- ИМП 
рины гипоталамуса, вещество Р и другие активные пептиды, было - явл. 
постулировано, что пептидэргические нейроны широко распрост- — ВИВ: 
ранены в нервной системе |[227]. В результате дальнейшего про- |} эфф 
гресса в нейрофармакологии пептидов были получены данные, Мод 
которые свидетельствовали о правомочности концепции пептидэр- фун 
гического нейрона `[82, 228] и даже привели к представлению о посл 
гипоталамической пептидэргической сети, распространяющейся по но, | 
всему мозгу [122]. Результаты, полученные сравнительно недавно , нор: 
с помощью иммуногистохимических методов, подтвердили внутри- ^ бож, 
нейронную локализацию вещества Р [67—70], мет-энкефалина и дейс 
лей-энкефалина [40, 181], а- и В-эндорфинов [55], вазоактивного’ | ны | 
кишечного полипептида '[108] и регуляторных факторов гипотала- нове 
муса — люлиберина и соматостатина [70, 92, 151]. И наконец, веще 
опыты с перерезкой нервных путей в головном мозгу выявили , эндо 
существование содержащих вещество Р путей в хабенуло-интер- ь торн. 
педункулярном, стриато-нигральном и. паллидо-нигральном трак- ’ мом 
тах '[41, 72, 73, 86, 134, 135]. Следовательно, в настоящее время туро: 
имеется достаточное количество данных, подтверждающих сущест- [178 
вование пептидэргических нейронов в центральной и перифериче- [174] 
ской нервной системе. Как и в случае холинэргических и моно- — 1 
аминэргических нейронов, интенсивное изучение пептидэргических — Согл: 
нейронов началось с фармакологического анализа тканевых экст- Это д 
рактов и достигло кульминации в гистохимической локализации. Одна 
Е рассм 
ПОСТУЛИРОВАННЫЕ ФУНКЦИИ НЕЙРОПЕПТИДОВ нейрс 
и сво 
В настоящее время по данному вопросу существуют только = оН-»- 
спекуляции, восходящие к началу пятидесятых годов, когда было: + дет о 
обнаружено, что вещество Р распределено в мозгу неравноме чае в 
В основе этих спекуляций лежат следующие данные: р 7. 
е: 1) работы аетсу 
Леви и Хеллауэра [116], а также Фельдберга и Фогта [46] з тичес: 
казавшие, что содержание ацетилхолина и холинацетилазы ну ронах 
сорных нервах и мозжечке находится на очень низком Е тилхо. 
2) гипотеза Фельдберга и Фогта о чередовании лир 1 малый 
и нехолинэргических элементов в центральных трактах; 3) и Указы: 
лированное Фэттом {[45] существование помимо ацетилхолина по ) медиа: 
торны‹ 
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крайней мере еще одного центрального вещества-медиатора. В свя- 
зи со сказанным возникли представления о том, что вещество Р, 
возможно, является медиатором первого сенсорного нейрона Иер 
нехолинэргических |[95, 232, 233] и тормозных [222] нейронов 
или же может функционировать как модулятор активности нейрона 
[99, 100, 102]. В настоящее время возможная роль вещества Р в 
передаче сенсорных импульсов все еще обсуждается [62, 94, 142, 
144], но в целом преобладает точка зрения, что эти пептиды, 
по-видимому, участвуют в модуляции, а не в передаче нервных 
импульсов. Главным аргументом в пользу модуляторной функции 
являются данные о том, что действие пептидов на нейроны раз- 
вивается медленнее и сохраняется дольше, чем соответствующие 
эффекты Г-глутамата или ацетилхолина [63, 102, 103, 130, 154]. 
Модуляторное вещество может многими путями модифицировать 
функцию данного нейрона [48, 51, 99, 139, 185]. К возможным 
последствиям модуляторной функции, о которых нам уже извест- 
но, относятся усиливающее действие тиролиберина на обновление 
норадреналина в мозгу [91] подавление мет-энкефалином высво- 
бождения норадреналина в мозгу крыс [191] и стимулирующее 
действие вещества Р на центральные моноаминэргические нейро- 
ны [119]. Кроме того, модуляторные эффекты могут лежать в ос- 
нове действия пептидов на поведение [8] и предполагаемой роли 
вещества Р в контроле двигательных реакций и регуляции нейро- 
эндокринных и вегетативных процессов [16]. Безусловно, модуля- 
торное вещество должно найти свой специфический рецептор. В са- 
мом деле, обнаружена очень тесная связь между химической струк- 
турой и нейрологическими эффектами для дельта-фактора сна 
[178], меланостатина [11], вещества Р |142] и соматостатина 
[174]. 

Каждый пептидэргический нейрон должен иметь медиатор. 
Согласно гипотезе Дэйла [30] «один нейрон — один медиатор», 
это должен быть один данный пептид для одного данного нейрона. 
Однако если пептиды являются только модуляторами, то следует 
рассмотреть такую возможность, когда каждый пептидэргический 
нейрон помимо собственного модуляторного пептида имеет еще 
и свой типичный медиатор. Медиатор будст оказывать свое «оп- 
оН-»-действие синаптически, а модуляторная функция пептида бу- 
дет осуществляться пресинаптически, как это установлено в слу- 
чае вещества Р |184, 185], или постсинаптически, как предпола- 
гается в отношении некоторых либеринов гиготаламуса {[162]. Фак- 
тически медиаторные функции в содержащих вещество Р ней- 
ронах хабенуло-интерпедункулярного тракта приписываются аце- 
тилхолину [16, 134]. Одновременное существование больших и 
малых гранул в одном и том же содержащем вещество Р нейроне 
Указывает на запасание по крайней мере еще одного вещества- 
медиатора помимо вещества Р '[155]. Полагают, что нейросекре- 
торные клетки супраоптического и паравентрикулярного ядер син- 
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тезируют помимо окситоцина и вазопрессина обычный медиатор, 
используемый для возвратного моносинаптического торможения 
[8]. В связи с модуляторными пептидами возникает также вопрос: 
может ли один нейрон высвобождать более одного медиатора [18] > 
В настоящее время известно, что вещество Р и соматостатин ло- 
кализованы в различных субпопуляциях первичных сенсорных 
нейронов [67]. Это в равной степени относится и к локализации 
люлиберина и соматостатина в различных нейронах гипоталамуса 
[151]. 

Строго говоря, термин «нейропептид» нельзя использовать. 
применительно к веществу Р, соматостатину, гастрину, холецисто- 
кинину, вазоактивному полипептиду кишечника и энкефалинам, 
которые являются общими для мозга и кишечника. Последнее 
лежит в основе постулата Пирса ([149], согласно которому все 
клетки, продуцирующие эти пептиды, происходят из одной и той 
же специализированной эктодермы. Следовательно, только окси- 
тоцин, вазопрессин и либерины заслуживают статуса нейропепти- 
я. Более того, остается нере- 
‚› существуют ли специфические для мозга пептиды, 
которые синтезируются исключительно нервными клетками и 
функционируют исключительно в головном и спинном мозгу. 


Специальные проблемы 


МОЗЖЕЧОК` 


[28] высказали предположение, что «мозжечок м 
относительно богатым источником по крайней мере одного веще- 
ства-медиатора, отличного от ацетилхолина». Поиски специфиче- 
ского вещества-медиатора привели к тому, что был обнаружен 
возбуждающий фактор мозжечка, идентифицированный как эрго- 
тионеин [29], который имеется при этом и в других Участках моз- 
га, характеризующихся нехолинэргическими сво ствами. Другим 
предполагаемым веществом-медиатором в мозжечке является глу- 
таминовая кислота ([49, 221]. 

В связи со сказанным заслуживает внимания тот факт, что в 
мозжечке содержание активных пептидов Также очень низко. В от- 
ношении вещества Р это впервые было показано более 90 лет 
назад ([2, 95, 232, 233], а недавно такие Же данные получили еще 
две группы исследователей ([16, 87], однако третья группа не под- 
твердила этих результатов [39]. Очень низко В мозжечке и со- 
держание следующих пептидов: тиролиберина [219 › соматостати- 
на [148, 206], нейротензина [22], гастриноподобного иммуноре- 


ожет служить 





Кост 
моно 
СММ 
ПОЧТЕ 
вазоп 
берие 

- ВЫЗЫ! 
кишет 
некот 
СМЖ 
ется с 
вует ‹ 
ДОЧкоР 
полож 
рогумс 
можны 
стигат 
темы з 
Это мо 
как эт. 
активн: 
Во 
Центра! 
статина 
Оказыв: 
Матоста 
Полипег 
ии [44 
Ма тест 
Диагнос: 


| 











ы. Исторические перспективы 27 


активного фактора 1[208], вазоактивного кишечного полипептида 
[17, 171], ангиотензина [47] и энкефалинов [181, 220]. Количество 
опиатных рецепторов в мозжечке также низко [4, 107]. Эти дан- 
ные можно было бы расценивать как свицетельство небольшого 
значения пептидэргических механизмов в мозжечке. Однако мы 
не будем делать такого вывода, а сошлемся на предположение о 
том, что расхождение между низким содержанием ацетилхолина 
и низкой активностью холинацетилазы в этом участке мозга, с од- 
ной стороны, и высокой активностью ацетилхолинэстеразы, с дру- 
гой стороны, может указывать на более сильную или более строго 


регулируемую медиаторную функцию ацетилхолина в структурах 
мозжечка [32]. 


СПИННОМОЗГОВАЯ ЖИДКОСТЬ 


25 лет назад Коллин [25] рассмотрел спинномозговую жид- 
кость (СМЖ) как средство транспорта нейрогипофизарных гор- 
монов, и этот механизм совместно с механизмом нейросекреции в 
СМЖ получил название «гидроцефалокринный». В самом деле, 
почти все нейропептиды обнаруживаются в СМЖ: окситоцин и 
вазопрессин [61, 167, 210], тиролиберин, соматолиберин и люли- 
берин [93, 160], соматостатин [148], вещество Р [141], фактор, 


‚вызывающий сон ([36, 37, 137, 146], вазоактивный полипептид 


кишечника [44], кинин [20] и эндорфины [195]. Имеется все еще 
некоторая неопределенность относительно пути их попадания в 
СМЖ [118]. Однако следует учесть, что СМЖ свободно сообща- 
ется с внеклеточной жидкостью мозга [10] и, кроме того, сущест- 
вует структурная связь между тканями мозга и системой желу- 
дочков [114, 166, 209]. Не удивительно, чго высказываются пред- 
положения о значении СМЖ как интегрирующего тракта для ней- 
рогуморальных веществ [93, 118, 167, 168]. Представляется воз- 
можным, что высвобождающиеся в СМЖ кейропептиды могут до- 
стигать отдаленных участков мозга, расположенных вблизи сис- 
темы желудочков, и оказывать там свое действие. В равной мере 
это может относиться и к инъецируемым в желудочек пептидам, 
как это, в частности, принято считать в отношении поведенчески 
активных пептидов [33]. 

В СМЖ больных, страдающих хроническими психозами, кон- 
центрация эндорфинов повышается [195]. Концентрация сомато- 
статина у больных с заболеваниями головного или спинного мозга 
оказывается выше, чем самый высокий уровень содержания со- 
матостатина в СМЖ в норме [148], а концентрация вазоактивного 
полипептида кишечника аномально низка гри церебральной атро- 
Ффии ([44]. Следовательно, вполне возможно, что в будущем систе- 
ма тестов для определения нейропептидов в СМЖ будет иметь 
диагностическое значение. 
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Заключение 


В истории исследований фармакологически активных нейро- 
пептидов можно выявить три тенденции. Во-первых, число обна- 
руженных пептидов и данные об их локализации в мозгу посто- 
янно расширяются, и можно предсказать существование богатой 
пептидной хемоархитектуры, пронизывающей всю нервную систе- 
му. Во-вторых, на смену представлению «один пептид — одна функ- 
ция» пришло предположение, что данный пептид может обладать. 
более чем одной функцией. Подтверждением этому служит при- 
мер либеринов или окситоцина и вазопрессина, функции которых 
реализуются как в самом мозгу, так и вне его. И в-третьих, хотя 
физиологическая роль нейропептидов пока еще не установлена, 
существует широко распространенное мнение, что пептиды эти 
действуют, возможно, не путем простой синаптической передачи 
импульсов, а способны модулировать нейронные функции, что при- 
водит к специфическим изменениям поведения. 

История перспектив в области изучения нейропептидов может 
быть завершена недавно сформулированным предсказанием Гуил- 
лемина [55]: «Если учесть, что нынешние концепции нейрофизио- 
логии, нейрологии и нейропсихиатрии сложились без учета этих 
данных, то можно думать, что будущее развитие этой области 
исследования окажется революционизирующим». 


* 


Автор выражает признательность миссис Кучке за техниче- 
скую помощь. 
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ХИМИЯ РЕГУЛЯЦИИ НЕЙРОПЕПТИДАМИ 


Р. ГАЙГЕР 
(К. Севег) 


Основы гормональной регуляции известны, однако многие де- 
тали в этом вопросе изучены еще плохо. К ним, в частности, от- 
носятся следующие вопросы: 

1. Транскрипция ДНК с образованием в конечном счете структур, 
Е являющихся предшественниками пептидных гормонов. 


Возникновение гормонов после специфического ферментативно- 
го гидролиза пептидных связей. 


Экзоцитоз и его модуляция такими соединениями, как сомато- 
статин. 


Транспорт. 
Реакция с рецепторами мишени. 
Ферментативная инактивация и полная деградация. 

В течение последних нескольких лет было обнаружено все 
более увеличивающееся количество гландулярных, или местных, 
гормонов, оказывающих влияние на активность ЦНС. Иммунореак- 
тивный а-меланоцитстимулирующий гормон (а-МСГ) выделен из 
всех участков мозга [10]. Это свидетельствует о его активности 
в качестве нейромедиатора; такая же роль приписывается синтези- 
руемым в гипоталамусе нейротензину и веществу Р. 


С-Теи-Туг-Ош-Азп-Гуз-Рго-Агб-Агв-Рго-Туг-Пе-Геи-ОН 
Нейротензин 


Н-Аге-Рго-Гуз-Рго-Ош-Ст-Ре-Рие-С1у-Геи-Ме{-МН» 
Вещество Р 


оль © 


Обнаружение этих и других пептидов в мозгу и ткани кишеч- 
ника ставит вопрос об эмбриональной взаимосвязи клеток, проду- 
цирующих пептидные гормоны и распределенных между различ- 
ными органами во взрослых организмах. Выдвинутая Пирсом 
[11] концепция клеток АРОШ (от англ. Апипе Ргеситзог Ор{аке 
ап Оесагроку!аНоп сез — клетки, захватывающие и декарбокси- 
лирующие предшественники аминов) соответствует этому представ- 
лению. Оно подтверждается также тесным структурным соответ- 
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ствием частичных последовательностей многих г гормо- 
нов, несмотря даже на совершенно различные биологические 
функции этих гормонов. Клетки АРОР рассматриваются как нерв- 
ные клетки, происходящие из специализированной эктодермы. 
Поиски аналогий пептидным гормонам получили бурное раз- 
витие в результате открытия пептидов, являющихся природными 
лигандами опиатных рецепторов мозга. 
(Геи) 
Н-Туг-СЛу-С1у-Рье-МенОН 
Энкефалин 


По аминокислотной последовательности пентапептид энкефа- 
лин оказался идентичным фрагменту 61—65 гипофизарного гор- 
мона В-липотропина (рис. 1). Позднее было обнаружено, что 
С-концевой фрагмент 61—91, получивший название «В-эндорфин», 
является наиболее активным. представителем этого семейства пеп- 
тидов, образованных из этой последовательности [3]. 

В-Липотропин содержит также аминокислотную последователь- 
ность В-МСГ. Следовательно, одной из функций липотропина яв- 
ляется функция прогормона или промедиатора, по крайней мере 
для В-МСГ и эндорфинов. Роль его как предшественника энкефа- 
линов в настоящее время неясна. Сложность заключается в воп- 
росе о предшественнике природного 5-лей-энкефалина, поскольку 
до настоящего времени не обнаружен липотропин с остатком лей: 
цина в соответствующем положении 65. 

В-МСГ отделен от В-эндорфина в молекуле 
только двумя основными аминокислотами — 
ном — в положениях 59 и 60. Такой дипепти 
на конце аминокислотных последователь 


при ферментативном расщеплении прогормонов. Основной дипеп- 
с также в М-концевом участке последовательности 


Энкефалин представляет собой 
Участок в молек ы 
нов, необходимый для проявления их биологическое 
, 


В-липотропина 
лизином и аргини- 
д часто обнаруживают 
ностей, выделяющихся 
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Рис. 1. Аминокислотная последовательность 
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довательности В-меланоцитстимулирующего я Пина, содержащая после- 
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Рис. 2. Изменяемые остатки в энкефалине, 






хотя сам по себе в некоторых биологических тестах энкефалин 
обладает относительно слабой активностью. В связи с этим энке- 
фалин был химически модифицирован для получения аналогов со 
свойствами, аналогичными или превосходящими таковые морфина. 
На рис. 2 показана чувствительность различных участков энке- 
фалина к структурной модификации. Светлые участки допускают 
только слабые изменения, темный фон — участки, требующие бо- 
лее глубокой или более обширной модификации для увеличения 
биологической активности. 

М№-концевая основная группа оказывается необходимой, но ее 
точное положение не фиксировано. Пептид, удлиненный остатком 
аргинина из 60-го положения липотропина, сохраняет биологиче- 
скую активность [16]. Активность энкефалина увеличивается при 
замене одного из водородных атомов аминогруппы тирозина на ме- 
тильную группу. 

Тирозин чувствителен к модификации, однако глицин-2 может 
быть заменен О-аминокислотами, что приводит к заметному уве- 
личению морфиноподобной активности [9, 12]. В глицине-3 успеш- 
ным оказывается только замена СН на №, т. е. замена глицина 
азаглицином [9]. Фенольное кольцо фенилаланина имеет сущест- 
венное значение, но и в этом случае М-метилирование увеличивает 
активность пептида [13]. Метионин допускает модификацию в 
широких пределах [1, 13]. Концевая карбоксильная группа ока- 
зывается несущественной. После этерификации, амидирования и 
даже восстановления до спирта активность пептида сохраняется 

13]. 

1 а рис. 3 приведен пример сочетания нескольких таких за- 
мещений. Это соединение синтезировано Плессом и др. [13]. Оно 
в 5—10 раз активнее морфина при внутривенном введении и до- 
стигает эффективности морфина при пероральном введении. 


















38 Р. Гайгер 


Вполне возможно, однако, что опосредование и 
отнюдь не главное назначение этих эндогенных пептидов. Главным 
эффектом морфина является индукция состояния равнодушия, об- 
легчение дискомфорта или боли. Следовательно, эндорфины могут 
участвовать в контроле аффективных состояний, связанных с 
функцией лимбической системы [7]. 

Де Вид и сотр. [5] показали, что М-концевые фрагменты 
АКТГ противодействуют эффектам эндорфина и морфина. Агони- 
стическое и антагонистическое влияние энкефалинамида и энке- 
фалина на выброс ЛГ под действием люлиберина ш уйЙго было 
выявлено в работе Бауэрса и др. [4]. Рено и др. [14] описали 
выраженное действие гормонов гипоталамуса на активность цент- 

ральных нейронов. 

Последовательности АКТГ, МСГ и люлиберина, которые, воз- 
можно обусловливают эти эффекты, оказываются близкородствен- 
ными. Согласно Виганту и др. [17], гептапептидная последователь- 
ность Ме{-Сш-Н1з-Рне-Аго-Тгр-С]у, общая. для АКТГ, МСГ и 
ЛИГ (липотропина), улучшает способность к обучению и память. 
В МСГ эта последовательность необходима для проявления мела- 


нотропной активности. Обе биологические функции отражают про- 
цессы адаптации к окружающей среде. 


На рис. 4 суммированы некото 
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Рис. 4. Аналогии в семействе ЛПГ — АКТГ. Наклон полосы обозначает отсут- 
ствие сходства. ФРСИ — фактор, регулирующий секрецию инсулина. 


ские аминокислоты замещаются только в результате двойных 
точковых мутаций. Примечательно, что ароматический характер 
аминокислот в этих положениях сохраняется. 

Другая интересная аналогия существует между люлиберином 
и пептидом, описанным недавно Сакураи и др. [15]. Функция это- 
го пентида связана с примитивным проявлением половой активно- 
сти, поскольку он является индуктором половой агглютинабель- 
ности у Засспаготусез сегел1ае. Сходство это удивительно и даже 
более выражено, чем сходство между люлиберином и а-МСГ 
(рис. 6). 

Участие обоих пептидов в половых функциях носит, должно 
быть, случайный характер, поскольку структуры мишеней (мемб- 
раны дрожжевых клеток, а также мембраны гипофиза и клеток 
мозга позвоночных) совершенно различны. Однако этот пример 
показывает, что структуры, используемые для гуморального пере- 
носа информации у высших организмов, возможно, существовали 
еще до того, когда размер и организация клеточных агрегатов 
сделали необходимым существование сложных информационных 
систем. 

Многочисленные соответствия между большинством пептидных 
гормонов и частые повторения родственных блоков в аминокислот- 
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Рис. 5. Сравнение люлиберина ‘и а-меланоцитстимулирующего гормона. 


ных последовательностях индивидуальных гормонов указывают, 
что они могли возникнуть в результате чередования дупликаций и 
мутаций общего первичного гена. Этот принцип дополняется 
концепцией клеток АРОР, согласно которой все или большинство 
пептидных гормонов образуются клетками, являющимися видоиз- 
мененными нейронами. Выражаясь языком молекулярной биоло- 
гии, можно сказать, что только эти клетки специализируются на 
трансляцию определенного участка ДНК в гормональные амино- 
кислотные последовательности. 

Реактивность даже высокодифференцированных клеток оста- 
ется зависимой от архаических механизмов, таких, как транспорт 
ионов через мембраны и их регуляция взаимодействием органиче- 
ских молекул. Представляется вероятным, что развитие новых 
структур и новых функций в белковой части мембран следует об- 


щему эволюционному правилу. Другими словами, принцип «пер- 
вого камня» также может быть принят во внимание 
В настоящее время мы не 


ы › структурно 
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Рис. 6. Сравнение люлиберина и фактора половой агглютинабе х 
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Рис. 7. Биологическая активность аналогов АКТГ и люлиберина .с замещениями 
в положении 8. 
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Параллельные модификации в соответствующем положении ведут 
к одинаковым изменениям биологической активности в двух раз- 
личных типах клеток-мишеней [6]. Это наблюдение можно объяс- 
нить, исходя из предположения о полной или частичной идентич- 
ности участков в рецепторах. Поскольку структурные модификации 
затрагивают участок, имеющий критическое значение для гормо- 
нальной активности обоих пептидов, он, возможно, опосредует 
один и тот же первичный эффект. Специфичность для различных 
клеток обеспечивается прилежащими аминокислотными последо- 
вательностями, связывающимися с соседними участками рецеп- 
торов. 

Таким образом, обширная сеть взаимосвязей пронизывает 
клетки, продуцирующие гормоны, т. е. являющиеся медиаторами 
сигналов, и клетки, воспринимающие эти сигналы. Появление та- 
ких пептидов, как гландулярные, или местные, гормоны и нейроме- 
диаторы или нейроэндокринные медиаторы, также подтверждает 
унитарную концепцию при рассмотрении некоторых основных 
принципов на молекулярном уровне. 
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РАЗВИТИЕ КОНЦЕПЦИЙ ОПИАТНЫХ РЕЦЕПТОРОВ 
И ИХ ЛИГАНДОВ 


Г. В. КОСТЕРЛИЦ, Д. ХЬЮС 
(Н. У. Кофе, 7. Ниевез) 


Введение 


Цель данного сообщения состоит в том, чтобы очертить неко- 
торые важные исторические аспекты в развитии исследований ли- 
гандов опиатных рецепторов. 

Хотя опий и его алкалоиды, морфин и кодеин, используются 
уже давно, изучение механизма их действия было затруднено 
вследствие сложной и неоднотипной структуры центральной нерв- 
ной системы. Следовательно, возникала необходимость исследо- 
вать относительно простые модели. Начало таких попыток восхо- 
дит к работам Тренделенберга [60], который показал, что пери- 
стальтика, вызванная в изолированном сегменте подвздошной 
кишки морской свинки повышением давления в просвете, может 
быть подавлена морфином, взятым в концентрациях, сходных с 
теми, которые обнаруживаются после одноразового введения его 
терапевтической дозы. Эта работа получила дальнейшее развитие 
34, 35, 44], и было показано, что рецепторы морфина в тонком 
кишечнике морских свинок могут быть использованы для пред- 
сказания эффективности обезболивающих препаратов у человека. 
а их эффекты конкурентно подавляются наркотическими антаго- 
нистами — налоксоном и налтрексоном. Второй моделью, предло- 
женной позже, является уаз аеегеп$ мыши, характеризующиийся 
неадренэргической передачей [27]. Относительные чувствительно- 
сти модельных объектов к морфину и его классическим полусин- 
тетическим и синтетическим заменителям тесно коррелируют меж- 
ду собой, однако обнаруживаются значительные различия в от- 
ветах моделей на опиоидные пептиды. Наблюдаемые различия 
привели к представлению о существовании более чем одного клас- 
са опиатных рецепторов, о чем пойдет речь ниже. 

и исследования фармакологических препаратов 1 УЙго, 
проводившиеся вначале на тканях, иннервированных перифериче- 
ской автономной нервной системой, вскоре были перенесены на 
центральную нервную систему. Там были выявлены специфические 
места Узнавания, с которыми тритированные лиганды, такие, как 
Дигидроморфин, эторфин и налоксон, связывались насыщаемым и 
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стереоспецифическим образом [49, 55, 57]. Было показано, что у 
многих видов позвоночных имеются участки связывания опиатов, 
распределенные в головном и спинном мозгу, и что плотность этих 
участков в различных областях мозга оказывается различной 
[37, 47]. Такое распределение может быть ОСНОВОЙ ДОВОЛЬНО ИЗ- 
бирательного действия опиатов в центральной нервной системе. 
Связывание меченых лигандов подавлялось наркотическими аналь- 
гезирующими препаратами и их антагонистами, причем степень 


подавления тесно коррелировала с фармакологической активно- 
стью использованного соединения. 


Нам и другим исследователям, работавшим в этой области, 
казалось маловероятным, чтобы такие хорошо выявляемые и спе- 
цифические рецепторы возникли случайно; в течение некоторого 
времени в обсуждениях и в статьях часто высказывалось предпо- 
ложение, что эти рецепторы могут быть предназначены для одного 
или более эндогенных соединений, действие которых имитируется 
опиатами. В правильности этой точки зрения нас убеждают два 
соображения. 

Первое соображение носит общий характер. Известно, что оп- 
ределенные алкалоиды, обнаруживаемые в растениях, имеют функ- 
циональные корреляты в животных тканях. И вот, несмотря на 
некоторое структурное сходство между двумя классами соедине- 
ний, растительные алкалоиды оказываются, как это ни удивитель- 
но, резистентными к действию ферментов животных тканей и в 
результате часто ведут себя как эффективные нейротоксины. 
В качестве примера такой пары можно привести мускарин из ядо- 
витого гриба Атапйа тизсайа и нейромедиатор ацетилхолин, ни- 
котинэргическое действие которого в свою очередь имитируется 
НИКОТИНОМ из растения табака. АтапЙа тизсага содержит также 
мусцимол, коррелятом которого в животных тканях является 
гамма-аминомасляная кислота. Опиоидные пептиды, как теперь 
известно, соответствуют морфину и кодеину из Рараоег 5отпёегит. 

Второе соображение опиралось на сообщение ДАкила и др 
[1] о том, что электрическая стимуляция перицентрального се а 
вещества среднего мозга крыс ведет к увеличению нЕ 
ответа на вредные стимулы и что этот эффект обращается анта- 
гонистом морфина — налоксоном. 

При создании отдела к 
динском университете в октябре 3 г. был - 
из НЕНИЯ В отдела будет поиск ео о а 
В исследованиях такого рода чрезвычайно важно м АО, 
живание степени очистки исследуемого вещества о. ы просле- 
ным и обладало высокой специфичностью. В этом плане не 
значительное преимущество, поскольку могли а имели 
высокоспецифичные биологические тест-системы, а ге овать все 

ление вызванных электрическим током сокращений енно подав- 
кишки морской свинки и Уаз Че!егепз мыши г НОЕ 
нги- 


ических средств в Абер- 


ОА -_ ыы №. 
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бирующего деиствия опиатов специфическими антагонистами [27 
34, 35]. В качестве антагонистов мы имели в своем распоряжении 
не только налоксон и налтрексон, но также очень быстродействую- 
щее четвертичное соединение налорфиний и пары оптических изо- 
меров антагонистов бензоморфановой серии [65]. С помощью этих 
средств удалось установить наиболее важную особенность — сте- 
реоспецифичность антагонизма. Наличие более чем одной системы 
тестирования оказалось чрезвычайно удачным в связи с различной 
чувствительностью подвздошной кишки морской свинки и уа$ 
аеегеп$ мыши. 

Через три месяца после начала работы стало очевидным, что 
в экстрактах мозга присутствуют энкефалины [25]. Примерно в то 
же самое время были получены данные о наличии пептидов со 
сродством к опиатным рецепторам в мозгу и подвздошной кишке 
морской свинки [59]. Но только в начале осени 1975 г. структура 
энкефалинов была окончательно установлена. Главная причина 
этой задержки заключалась в следующем: вплоть до последней 
стадии очистки мы не подозревали, что в экстрактах находились 
два близкородственных олигопептида [29]. Хроматографические 
свойства мет-энкефалина и лей-энкефалина оказались очень близ- 
кими, и соединения эти не разделялись при высоковольтном элект- 
рофорезе. Доктор Линда Фозергилл на биохимическом факультете 
Абердинского университета быстро установила последовательность 
первых четырех аминокислот (Туг-Су-@1у-Рне), но не смогла 
установить локализацию обнаруживаемых в препарате метионина 
и лейцина. Нам посчастливилось работать в сотрудничестве с 
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Рис. 1. Аминокислотная последовательность В-липотропина человека [39]. 
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доктором Говардом Моррисом из Лондонского королевского кол- 
леджа, который показал с помощью масс-спектрометрии, что на 
деле существует два различных пентапептида — мет-энкефалин и 
лей-энкефалин. 

Одно из самых волнующих событий произошло вскоре после 
того, как доктор Моррис установил структуру пентапептидов. Док- 
тор Дерек Смит из Национального института медицинских иссле- 


дований, выступая с докладом о прогормоне В-липотропине - 


(рис. 1) в Королевском колледже, продемонстрировал структуру 
его С-концевого фрагмента, или липотропинав!о1, который сейчас 
более известен как В-эндорфин. К великому удивлению Говарда 
Морриса, оказалось, что первые пять аминокислот С-фрагмента 
имеют структуру мет-энкефалина (В-липотропине!-5). Вскоре Де- 
рек Смит и его коллеги [6, 7] быстро установили неизвестный 
ранее факт, что В-липотропинв!о: обладает высоким сродством к 
опиатным рецепторам. Мы показали, что этот фрагмент подавляет 
сокращение подвздошной кишки морской свинки и уаз Ае{[егепз 
мыши и что эти эффекты обращаются налоксоном [66]. 

Мы послали копию корректуры нашей статьи от 18 декабря 
1975 г. [29], в которой была приведена структура пентапептидов, 
нашим друзьям и конкурентам, работающим в этой области. Не. 
сколько позднее я получил письмо от доктора Ли из Лаборатории 
исследования гормонов в Сан-Франциско, в котором он описывал 
следующие события. 11 декабря 1975 г. доктор Авраам Голдстайн 
из Стэндфордского университета написал письмо доктору Ли с 
просьбой предоставить ему препараты пептидов, родственных фраг- 
ментам В-липотропина. 16 декабря доктор Ли показал это письмо 
доктору Роджеру Гуиллемину из Института Солка, навестившему 


в этот день доктора Ли. Это было началом периода, в течение 
которого из этих лабораторий вышли важные я Сследоватаньсиве 
работы [10, 20]. 


Распределение энкефалинов и эндорфинов 


Энкефалины неравномерно распределены в О 
концентрация особенно высока в полосатом теле (стриатуме) и 
гипоталамусе и относительно низка в коре и ниже о я 
уровня в мозжечке [54, 56]. В ауэрбаховом сплетении подвз римого 
кишки морской свинки концентрация энкефалинов почти дошной 
высока, как и в полосатом теле [28]. В полосатом теле так же 
молярное соотношение длинноцепочечных эндорфинов че кролика 
нов равно примерно 0,5, тогда как в гипофизе а нкефали- 
ношение оказывается порядка 1700. В ауэрбаховом ть это соот- 
последнего времени не обнаружено никаких лени до. 
эндорфинов. В мозгу морских свинок соотношение ео почечных 
и лей-энкефалина оказывается самым низким в кефалина 
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Важные результаты получены при иммуногистохимическом 
изучении мозга крыс [15, 23, 24, 53]. Наибольшая плотность эн- 
кефалинов обнаружена в пластинах [и П спинного мозга, в зирз- 
{апна се!аМпоза (желатинозном веществе) ядра спинального трак- 
та тройничного нерва, вагусных ядрах, в перивентрикулярной и 
периакведуктальной областях верхнего мозгового слоя и среднего 
мозга, в дорсомедиальных таламических участках, в перивентрику- 
лярном и вентральном участках гипоталамуса, в бледном шаре 
и центральном ядре миндалины. Иммунофлуоресценция связана 
главным образом с нервными волокнами и их окончаниями. Тела 
нейронов приобретают способность к иммунофлуоресценции только 
в случае предварительного введения крысам колхицина, блокирую- 
щего аксонный транспорт; флуоресцирующие тела нейронов в этом 
случае характеризуются широким распределением, аналогичным 
распределению нервных волокон и терминалей [23, 24]. Интересно 
отметить, что иммунофлуоресценция, связанная с энкефалинами, 
хорошо соответствует иммунофлуоресценции, связанной с вещест- 
вом Р, особенно в пластинах Ги И спинного мозга и в маргиналь- 
ном слое ядра спинального тракта тройничного нерва; нервные 
терминали, дающие положительную реакцию на вещество Р, от- 
носятся, по-видимому, к центральным разветвлениям первичных 
афферентных нейронов [35]. Подавление опиоидными пептидами 
выброса вещества Р может быть связано с пресинаптическим тор- 
можением опиоидными пептидами нейронов, передающих вредные 
стимулы путем выброса вещества Р [12, 24, 31]. 

Длинноцепочечные эндорфины, как было показано, содержат- 
ся в высокой концентрации в передней и промежуточной долях 
гипофиза [3, 5, 10] и в значительно более низкой концентрации в 
различных участках мозга [28, 36]. 


Метаболизм энкефалинов и эндорфинов 


Данные пентапептиды эффективно разрушаются аминопепти- 
дазами, присутствующими в центральной нервной системе [21, 
42]. Более длинные пептиды оказываются значительно более 
резистентными к действию экзопептидаз мозга, но разрушаются 
эндопептидазами ‚[26, 48]. В связи с этим интересно отметить, что 
в неочищенном гомогенате гипофиза В-липотропин расщепляется по 
участку 77—78; такое расщепление, возможно, превращает В-эн- 
дорфин в значительно менее активный у-эндорфин [19]. 

Что касается синтеза опиоидных пептидов, то имеется мало 
определенных данных о природе их предшественников. Если В-ли- 
потропин и В-эндорфин являются предшественниками мет-энкефа- 
лина, то для лей-энкефалина не известны соответствующие более 
длинные пептиды, содержащие в себе его последовательность. 

ммунореактивные В-липотропин и В-эндорфин обнаруживаются 
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не только в гипофизе, но также и в мозгу взрослых особей круп: 


Е 
ного рогатого скота, где они распределены неравномерно [36]. в 
При инкубации препаратов ауэрбахова сплетения подвздошной зН-д 
кишки морской свинки с тритированным тирозином ш уйЙго наблю. мор‹ 
дается включение меченого тирозина в энкефалины, причем удель- 
ная радиоактивность мет-энкефалина оказывается выше, чем лей. 
энкефалина. Аналогичные результаты получены при исследовани 
мозга крысы после внутрицистернальной инъекции ЗН-тирозина 
(неопубликованные наблюдения авторов и сотр.). 
Выброс энкефалинов может наблюдаться в неочищенных пре- 
паратах синаптосом из мозга крыс при повышении концентрации 
К\; этот процесс оказывается Са?+-зависимым [56]. Косвенные 
данные о выбросе энкефалинов в ответ на электрическую стиму- 
ляцию получены в опытах с подвздошной кишкой морской свинки, 
где выброс ацетилхолина межмышечным сплетением увеличивается ы 
налоксоном [65]. Аналогично длительная электрическая стимуля- 
ция того же препарата при частоте 10 Гц приводит к подавлению ; 
последующего сокращения, вызванного стимуляцией с частотой 
0,1 Гц; этот эффект обращается налоксоном [50]. В обоих типах Г 
экспериментов была показана стереоспецифичность ‘антагонизма ен 
благодаря использованию (-)- и (—)-изомеров (—)-2-аллил-В- - Е 
9-метил-5-фенил-2’-окси-6,7-бензоморфана (СРА 1843 и 1847). При лялос 
стимуляции межмышечного сплетения с частотой 0,1 Гц в течение четыр 
нескольких часов выброс энкефалинов может быть продемонстри- менто 
рован с помощью биологического теста на уаз ае!егеп$ мыши и едини 
радиоиммунологического теста [51]. 
м 


Взаимодействие опиоидных пептидов 
и опиатных рецепторов 


Предполагается, что некоторые опион 
кефалин, лей-энкефалин, В-эндорфин и а- 
действуют более чем с одним типом опи 
Рецепторы с различными связывающими 


дные пептиды, мет-эн- 
и у-эндорфины взаимо- 
атных рецепторов [41]. 
свойствами могут быть 


минокислотные 


остатки 


дифференцированы благодаря использованию антагонистов, спе- =: 
цифических для различных рецепторов. Если такие а ы 
неизвестны, то оценивается активность агонистов в различных 619 
системах ш уЙго. В случае параллельного изменения порядка от- 9 
носительных активностей можно предполагать, что исследуемые в 
ткани имеют идентичные рецепторы, в противном же случае попу- 61-76 
ляции рецепторов различны [9]. 61-2 
Г 
АКТИВНОСТЬ В-ЭНДОРФИНА И ЕГО ФРАГМЕНТОВ ‚ Чан 
Мы показали, что В-эндорфин (В-липотропине: в) в одинако- о 
вой степени подавляет сокращение подвздошной кишки морской мода 
ог @ 
ен 
ат. 
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свинки и уаз Чеегеп$ мыши; кроме того, он с равной активностью 
подавляет связывание трех лигандов, а именно ЗН-налтрексона, 


зН-дигидроморфина и ЗН-лей-энкефалина в гомогенатах мозга 
морских свинок (табл. 1). 


Таблица 1 
Ингибирующая активность (1Сзо; нм) В-эндорфина? 





Подвздошная кишка морской свинки 37,7=4,0(6) 
Уаз Чеегеп$ мыши 48,6 11,7(4) 
Связывание 0,4 нМ ЗН-налтрексона 2,930,49(3) 
Связывание 0,8 нМ 3Н-дигидроморфина 2,90-0,39(4) 
Связывание 0,86 нМ ЗН-лей-энкефалина 2,980,46(3) 





1) Данные представлены как среднее значение-средняя ошибка; в скоб- 
ках показано число измерений. В-Эндорфии представляет собой синтетический 
пептид свиньи (получен от доктора Гуиллемина и доктора Линга). Условия, 
в которых проводили связывание: 0°С, рн 7,4, без Ма+, 150 мин икубации 
в гомогенате мозга морской свинки. 


Поскольку было показано, что а-эндорфин (липотропинв:-т6) 
менее активен, чем В-эндорфин, в подвздошной кишке морской 
свинки, но более активен в уаз Чеегепз мыши [41], то представ- 
лялось интересным исследовать другие фрагменты В-эндорфина в 
четырех параллельных тест-системах (табл. 2). Активность фраг- 
ментов, представленных в этой таблице, отнесена к принятой за 
единицу активности В-эндорфина. 











Таблица 2 
Относительные эффективности (В-эндорфин-1)? 
Е : = т 
Е я Е а 
Е [м Е 3 = се. 
ЕЗ 
В «Е > =: Е ды ; 
р в в Е ь 
|: ее. ее: = во ЗЕ Е 
За ров 33 . 25 аа = 
ЕН На > ЕЕ Е Е 
Зе ВЗЕ Е— Е СЕ 58 Е 
р 
у хай 
61—91 1 1 1 1 
61—87 0,28 0,47 0,6 0,15 0,16 0,9 
61—79 0,15 0,91 0,16 0,04 0,07 0,6 
61—77 0,12 1,44 0,08 0,02 0,05 ый 
61—76 0,13 1,35 0,1 0,03 о 0,18 
61—65 0,29 3,14 0,09 0,44 о : 











1) Источники: аминокислотные остатки 61—65 получены от д-ра Моргана (ВескИЕ ап@ 
Со!тап); остальные пептиды — от д-ров Гуиллемина и Линга. 


Оказалось, что в подвздошной кишке морской свинки и при 
подавлении связывание ЗН-налоксона и зН-дигидроморфина в го- 
могенатах мозга морских свинок В-эндорфин обладает наибольшей 
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активностью и за ним следует в порядке снижения активности 





энк 
мет-энкефалин и липотропины 6187, 61-79 И 61-77. В уаз Че!егепз мыши вие 
при подавлении связывания ЗН-лей-энкефалина наиболее эффек. лич 
тивным среди всех прочих фрагментов, включая В-эндорфин (ли. ах 
потропинв!—1), оказывается мет-энкефалин. Тот факт, что длин. тат! 
ноцепочечный пептид липотропине1-9! обладает одинаковой эф- Нин 
фективностью в различных тест-системах, а короткоцепочечные сво‘ 
пептиды более различаются по сродству к различным рецепторам, акт! 
может иметь физиологическое значение. энк‹ 
МОДИФИКАЦИЯ СТРУКТУРЫ ЭНКЕФАЛИНА поте 
НИИ 
При увеличении резистентности мет-энкефалина к дегради- ОДНС 
рующему действию аминопептидаз замещением С1у-2 на О-А!а точк 
активность пептида увеличивается в обоих препаратах ткани Ш Свин 
УЙго в равной степени; одновременно при этом наблюдается сни- опио 
жение активности пептида в подавлении связывания 3Н-налоксона, эфф 
а ингибирующее действие на связывание зН-лей-энкефалина не сока: 
изменяется (табл. 3). Следовательно, можно принять, что изме- В по 
нения активности в препаратах ш уго обусловлены главным об- главЕ 
разом снижением ферментативной деградации. вие | 
Таблица 3 взаил 
Относительная активность?) о у: 
МЕНА НОЙ К 
Е а Е ха р Е к ЕЕ 
Ва Е э 58 8 тогда 
Е 2 = 58 ба5 с выс 
Соединение ЕЮ Е в з Гы Ё Е Е Ё аналс 
58 ы Ю- я Е Е Е Е Нейро 
в: | = - НЕ | 5 Е камиз 
зы >> : ЕЕ Э < 
ЕВА НВ м мемб, 
Мет-энкефалин 1 1 1 т 1 1 Ки», с 
М-СНз-мет-энкефалин- 
амид. 3,7 0,33 и т 0,08 15 
Р-а1а?-мет-энкефалин 6,0 5,6 ТА 0,54 ей 0.32 
Морфин 1,4 0,024 58 0,39 0,005 : 
О иное О  е 
ны ве оз ра т у Сотник мет энкефалин и Б 1 
линамид — от д-ров Брэдбери и Смита. > з-мет-энкефа- УГ 
[4 
Если, однако, увеличение резистентности к пепти р - 
р 5 Дазам вы- це 
звано амидированием карбоксильной группы метионина и нс Ви пт 
нием метильной группы в аминогруппу тирозина [7]. то образ ты ли, ЛЬ 
щийся в результате М-СНз-мет-энкефалинамид оказывается тай т Чна. 
эффективным в подвздошной кишке морской свинки, но а у °бук 
активность в уаз ЧеГегепз мыши; подавление связывания зреРЯет Мы 
-лей- ным щ 
ТО 
к 
о 
Р 3* 
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энкефалина снижается более чем на 90%, а ингибирующее дейст- 
вие на связывание °Н-налоксона не изменяется. В связи с раз- 
личным изменением активности пептида в различных тест-систе- 
мах эти изменения нельзя объяснить снижением скорости фермен- 
тативной деградации. В отличие от аналога, содержащего О-ала- 
нин во 2-м положении, М№-СНз-мет-энкефалинамид по характеру 
своей активности оказывается ближе к морфину. Эти изменения 
активности следует иметь в виду при использовании аналогов. 
энкефалина в изучении их физиологических эффектов. 
На основании приведенных исследований была выдвинута ги- 
потеза о том, что популяции рецепторов в межмышечном сплете- 
нии подвздошной кишки морской свинки и уаз аеегеп$ мыши не- 
однородны и неидентичны. Убедительным доводом в пользу этой 
точки зрения служит тот факт, что в подвздошной кишке морской 
свинки налоксон в равной степени противодействует морфину и 
опиоидным пептидам, тогда как в уаз Чёегеп$ для подавления 
эффекта энкефалинов и эндорфинов требуется в 10 раз более вы- 
сокая доза налоксона, чем для подавления эффекта морфина [41]. 
В подвздошной кишке морской свинки пептиды взаимодействуют 
главным образом с и-рецепторами, типично опосредующими дейст- 
вие морфиноподобных средств. В уаз 4еегеп$ мыши пептиды 
взаимодействуют главным образом с о-рецепторами. и-Рецепторы 
могут соответствовать участкам связывания в мозгу и подвздош- 
ной кишке морских свинок, характеризующимся высоким сродством 
к ЗН-налоксону, ЗН-налтрексону и ЗН-дигидроморфину [11, 57], 
тогда как о-рецепторы соответствуют участкам связывания в мозгу 
с высоким сродством к ЗН-лей-энкефалину. Недавно с помощью 
аналогичных экспериментов было показано, что гибридные клетки 
нейробластома ЖХглиома обладают только «энкефалиновыми участ- 
ками», соответствующими нашим о-рецепторам, а синаптические 
мембраны мозга крысы содержат, кроме того, «морфиновые участ- 
ки», соответствующие нашим п-рецепторам [63]. 


Различия в рецепторах уа$ Че{егеп$ 
у разных линий мышей 


Было показано, что активность морфина в болеутоляющем и 
других поведенческих эффектах варьирует у разных линий мышей 
[43]. Обнаруживаются также различия в количестве опиатных 
рецепторов, выявляемых по связыванию ЗН-налоксона [2]. Чувст- 
вительность уаза Чеегепйа к морфину также у разных линий раз- 
лична. Так, в частности, у мышей С57/ВГ. для индукции ответа 
требуются значительно более высокие концентрации морфина, чем 
У мышей линии ТО [22]. В связи с этим представлялось интерес- 
НЫм сравнить чувствительность уаза Чеегепйа мышей С57/В1. и 

к опиоидным пептидам. Данные, приведенные в табл. 4, пока- 
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Таблица 4 х. 
Агонистическая активность (1Сзо;_ НМ) в опе 
уаза ЧеЁегепНа мышей ТО и С57/ВЁ? экз 
роких 
—— дц ОЫЙйдвьь  няыыядядядЩдЯфУры }  звьыыыыеит—а— 
или 
Агонист Мыши ТО Мыши С57/ВЁ инъек! 
у ———————_ ным 1 
ово 
027+ 411 (17) так 
Норморфии 350-36 (26) | 29 = 
Мет-энкефалин 17,7-=1,7 (26) 13,2-1,4 (17) оказ 
Лей-энкефалин 7,8-0,8 (9) 8,1-1,5 (4) мента 
О-Ала?-метэнкефалин 2,1-0,4 (4) 2,1-0,2 (3) прирол 
В-Эндорфин 48,6-=11,7 (4) 94 16,4 (3) быстре 
быстрс 
1) Значения представляют собой среднее-Есредняя ошибка; в скобках приведено ко- ми кае 
личество наблюдений. В-Эндорфин получен от д-ров Гуиллемина и Линга, а остальные пеп. ров ил 
тиды — от д-ра Моргана (КескКИ{ ап@ Со|пап). д 
контро 
зывают, что мет-энкефалин, лей-энкефалин и О-А1а?-мет-энкефалин морфи! 
обладают соответственно одинаковым действием на уаза деегепНа лимби“ 
как мышей ©57/ВТ, так и мышей ТО, тогда как морфин в 6 раз ных, п. 
более активен в препаратах из мышей ТО по сравнению с препа- сторон! 
ратами из мышей СВЕ В-Эндорфин вдвое менее эффективен щество 
у мышей С57/В1. по сравнению с мышами ТО. Приведенные дан- тонии | 
ные показывают, что уаза е{егепНа мышей обеих линий одинаково М-СН:- 
а к пептидам, действующим на о-рецепторы, но от а 
Е вещества, взаимодействующие с р-рецепторами, у’мышей и горм 
значительно ниже, чем у мышей ТО. имитир 
ФИЗИОЛО В-эндот 
ЗИОЛОГИЧЕСКОЕ ЗНАЧЕНИЕ ОПИОИДНЫХ ПЕПТИДОВ подход 
Анализ возможных физиологическ присут. 
их нк Й й 
тидов все еще находится на самых Е о оидИых я оси ие 
с этим следует соблюдать болыную ос стадиях. В связ ции по 


пасть во власть спекуляций, построенных сть а 2 
риментальных результатах. В принципе весьма дежных эксп 

опиоидные пептиды могут имитировать такие эфф вероятно, что 
как прекращение ошущения боли, подавление ^®кты морфина, 
изменения в экстрапирамидной моторной и. запоры, Пр 
изменения настроения. Еще более вероятн О и эйфорические Все из 

действие различных пептидов, длинноцепоче Физиологическое 


ечных Лерант: 

короткоцепочечных энкефалинов характеризует эндорфинов И в. 
ЧИЯМИ. ь Ся тонкими разли- Мы от 
Природные мет-энкефалин и лей-энкефалин б Тот в 

болеутоляющим действием даже после инъекции ладают слабым Мало - 

непосредственно в вещество мозга вследствие 6 В Желудочки или Хотя = 

ции пептидазами. Резистентные к ферментам а инактива- Во. 
Р-А[а?-мет-энкефалинамид или М-СНз-Туп-мет-эн и» Такие, как и чым 

ладают заметным антиболевым действием [17, ав ФалЛинамид, об- ИО 

- Ирс 

Ыстро 
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Хотя более длинноцепочечные пептиды резистентны к действию 
экзопептидаз, их противоболевая эффективность варьирует в ши- 
роких пределах. Особенно интересны в связи с этим В-эндорфин 
или С-фрагмент, поскольку его противоболевое действие после 
инъекции в желудочек мозга оказывается в крайнем случае рав- 
ным или, по данным большинства исследователей, превышает 
таковое для морфина [5, 7, 16, 17, 40, 45]. Эффект В-эндорфина 
оказывается продолжительным, как и в случае устойчивых к фер- 
ментам пентапептидов, в отличие от кратковременного эффекта 
природных энкефалинов. Поскольку энкефалины характеризуются 
быстрым проявлением своего действия и вызванный ими эффект 
быстро погашается ферментативно, энкефалины являются хороши- 
ми кандидатами на возможную роль ингибиторных нейромедиато- 
ров или нейромодуляторов. 

Другой важный эффект опиоидных пептидов направлен на 
контроль моторной активности. Так, например, микроинъекция 
морфина или О-А1а?-мет-энкефалинамида в аккумбентное ядро 
лимбического переднего мозга крыс вызывает гиперкинез живот- 
ных, причем это состояние снимается налоксоном [46]. С другой 
стороны, инъекция В-эндорфина в периакведуктальное серое ве- 
щество, с15{егпа шарпа или боковой желудочек приводит к ката- 
тонии [4, 30, 62]. Мет-энкефалин оказывается неэффективным, но 
№-СНз-Туп-мет-энкефалинамид индуцирует кататонию [7]. 

Хорошо известно, что морфин стимулирует выброс пролактина 
и гормона роста из гипофиза. Было показано, что эти эффекты 
имитируются при внутрижелудочковой инъекции мет-энкефалина и 
В-эндорфина [13, 14, 18]. Два факта делают В-эндорфин особенно 
подходящим для такой эндокринной контрольной функции: его 
присутствие в высокой концентрации в гипоталамо-гипофизарной 
оси и его повышенная резистентность к ферментативной инактива- 
ции по сравнению с энкефалинами. 


Толерантность и зависимость 


При изучении приобретения зависимости было доказано, что 
все известные к настоящему времени пептиды обусловливают то- 


лерантность и зависимость [8, 38, 61, 64, 67]. 
В связи с этим возникает интересный вопрос: зависимы ли 


мы от своих собственных энкефалинов и эндорфинов? Ответ на 


этот вопрос отрицательный, поскольку налоксон вызывает очень 
мало эффектов у нормальных животных даже в высоких дозах, 
хотя при введении малых доз налоксона морфинозависимым жи- 
вотным и человеку наблюдается синдром лишения. Эти наблюде- 
ния показывают, что в норме энкефалины и эндорфины хорошо 
изолированы в своих депо. После высвобождения они достаточно 
быстро инактивируются, так что опиатные рецепторы оказываются 
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занятыми только временно, и в результате толерантность и зави. 34. ; 
симость не развиваются. — р 
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ИНАКТИВАЦИЯ ЭНКЕФАЛИНОВ. 
ВЛИЯНИЕ ОЧИЩЕННЫХ ПЕПТИДИЛДИПЕПТИДАЗ 
И КУЛЬТИВИРУЕМЫХ КЛЕТОК ЭНДОТЕЛИЯ ЧЕЛОВЕКА 


Е. Ж. ЭРДОС, А. Р. ДЖОНСОН, Н. Т. БОЙДЕН 
(Е. С. Егдбь, А. В. овпзоп, №. Т. Воу4еп) 


Быстрое ферментативное расщепление энкефалинов, наблюдае- 
мое многими исследователями [2, 3, 7, 8, 13], представляет собой 
главную проблему, возникающую при изучении их действия. Че- 
тыре пептидные связи в энкефалинах могут расщепляться различ- 
ными пептидазами. Учитывая важное значение этих процессов 
инактивации, мы исследовали их, используя в качестве источников 
ферментов растущие в культуре клетки эндотелия и очищенную 
пептидазу почек. 

Пептидазы эндотелиальных клеток сосудов могут гидролизо- 
вать приносимые с ‘кровью пептиды. В недавно опубликованных 
работах мы описали метаболизм вазоактивных пептидов, таких, 
как брадикинин, ангиотензины Ги Пи вещество Р в и. со- 
судистого эндотелия человека, растущих в культуре ткани [5, 6]. 
Два из ферментов культивируемых клеток эндотелия человека 
идентифицированы как  аминопептидаза и пептидилдипептидаза 

а - важную роль, метаболизи- 
руя как гипотензивные, так и гипертензивные пептиды МОТО 
тидаза может гидролизовать ангиотензин | или П епляя 
М-концевую аспарагиновую кислоту. Пептидилдипептил отщ - 
ляет дипептиды с С-концевого участка брадикин а. С 
на 1, и при этом ангиотензин 1 превращается ина и ангнотензи 
брадикинин инактивируется [1, 14]. Помим 
ток пептидилдипептидаза присутствует в 
почках и различных участках централь . 
15]. Структура энкефалинов р. —. ао системы [1|, 
ангиотензин [-превращающий фермент К. ‘3 лининаза П, или 
расщеплять. В связи с этим мы исследовали ух 15.1), может их 
пептидилдипептидазы и культивируемых клеток ТВие очищенной 
ка на синтетические лей- и мет-энкефалины. эндотелия челове“ 


Материал и мето ды 


Лей-энкефалин (Туг'-С1у?-С1уз-Р|ве4-Гецо. т 
кефалин (Туг!-С1у?-С1уз-Рве*-Меб; мет-энк) рек) а 
параты, имею- 





щиеся 1 
выраши 
тидилд! 
Ошима 
лучена 
инкуби! 
пептидг 
РН 7,4. 
составл 
остороя 
затем с 
ток в ! 
слойно? 
Дл: 
ответст! 
В первс 
нол : ук. 
зовали 
Пр. 
или ам! 
Скс 
‘определ 
ройство 
5,5 сме 
синтети 
(0,2 19:9 
РН 7,4 + 
ление э 
ских ин 
либо 10 
[9]. 
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иеся в продаже. Клетки эндотелия из пу й т 

а в однослойной Е а ОНИ и. > 

. у ‚ ка ранее [5]. Пеп- 
тидилдипептидазу очищали до гомогенного состояния методом 
Ошима и др. [10]. Лейцинаминопептидаза (К.Ф.3.4.1.1) была по- 
лучена от фирмы Воепизег @тЬВ. Лей-энкефалин (0,25 мкмоль) 
инкубировали с 1,2 мкг пептидилдипептидазы или 0,12 мкг амино- 
пептидазы при 37°С в течение 60 мин в 0,06 М МН.НСО,-буфере, 
рН 7,4. Молярное отношение пептидилдипептидазы к субстрату 
составляло 1:30000. Культивируемые клетки эндотелия человека 
осторожно соскребали со стекла резиновым шпателем. Клетки 
затем суспендировали и использовали в концентрации | млн. кле- 
ток в | мл. Продукты гидролиза энкефалинов определяли тонко- 
слойной хроматографией (ТСХ). 

Для ТСХ лей-энкефалина и мет-энкефалина использовали со- 
ответственно пластинки с силикагелем и с окисью алюминия. 
В первом случае разделение проводили в системе вторичный бута- 
нол: уксусная кислота: вода (4:5:1), а во втором случае исполь- 
зовали систему хлороформ : метанол : МН4ОН (20:20:9). 

Продукты расщепления лей-энкефалина клетками эндотелия 
или аминопептидазой разделили на пластинках с силикагелем. 

Скорость расщепления мет-энкефалина пептидилдипептидазой 
‘определяли в аминокислотном анализаторе с программным уст- 
ройством, разделяя Туг-СЛу-С1у и РПе-Меё на колонке длиной 
5.5 смв 0,2 н. цитратном буфере, РН 4,25. Колонку калибровали 
‘синтетическими трипептидами и  дипептидами. Субстрат 
(0,2 мкмоль/мл) и фермент (2,4 мкг/мл) инкубировали при 37 °С, 
РН 74 в 0,1 М трисе, содержащем 0,1 М МаС1. В контроле расщеп- 
ление энкефалинов полностью блокировали одним из специфиче- 
<ких ингибиторов фермента, либо 10—*М нонапептидом $0 20881, 
м 10-5 М $0 14225 (2-2-метил-3-меркаптопропаноил-Г-пролин) 

9]. 


Результаты и обсуждение 


И лей-энкефалин, и мет-энкефалин расщепляются пептидилди- 
пептидазой по связи ©1уЗ-РНне с образованием фрагментов Туг- 
СГу?-С1уз и Р|це*-Геиб или Рне*-Меё. На рис. 1 показана пептидная 
связь, расщепляемая в мет-энкефалине очищенным ферментом. 

Скорость гидролиза мет-энкефалина определяли с помощью 
аминокислотного анализатора. Фермент и субстрат инкубировали 
в буфере, более благоприятствующем действию фермента, чем бу- 
Фер, использованный при анализе ТСХ. Вместо МН.СО:-буфера 
инкубационная среда содержала 0,1 М Мас! в трис-буфере, по- 
скольку фермент расщепляет большинство субстратов быстрее в 
присутствии ионов С! [1]. Пептидилдипептидаза расщепляет мет- 
энкефалин со скоростью 4,2 мкмоль/мин на 1! мг белка, причем ее 
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Туп-@1у?-@1уз-Рре4-Мев 
Пептидилдипептидаза 
Аминопептидаза в культуре эндотели- т 
альных клеток 


Рис. 1. Пептидные связи мет-энкефалина, расщепляемые пептидилдипептидазой в 
аминопептидазой. 


активность полностью подавляется $© 20881. Тот же самый пре- 
парат фермента расщепляет специфический субстрат Веп2-@|у- 
СЛу-СЛу (10-3 М) со скоростью 7,4 мкмоль/мин (скорость гидролиза 
определяли с помощью ультрафиолетового спектрофотометра) 
[10]. 

Поскольку культивируемые клетки эндотелия содержат как 
аминопептидазу, так и ферменты типа пептидилдипептидазы, то мы 
использовали ТСХ, чтобы выяснить, какой из концов (М или С) 
энкефалина гидролизуется в первую очередь ферментами этих кле- 
ток (рис. 1). Связь Тгу!-@1у? гидролизуется аминопептидазой эндо- 
телия в первую очередь. Активность фермента подавляется секве- 
стрирующим агентом — о-фенантролином (10-3М). В контроль- 
ных опытах использовали высокоочищенный имеющийся в продаже 
препарат лейцинаминопептидазы, который также расщеплял пен- 
тапептид до тирозина (Туг') и тетрапептида. Отщепление дипеп- 
тида Р|е-№ец под действием эндотелиальной пептидилдипептидазы 
наблюдалось только после инкубации в течение 60 мин или более. 

Проведенные` эксперименты показали, что очищенная пепти- 
дилдипептидаза расщепляет энкефалины до три- и дипептидов. 
Ору притом пешищенный, трипеттид может быть 

ю 
свободной а-МН2-группы. Ферментом из-за наличия 

Пептидилдипептидаза концентрирует 
тела, например в эндотелии ое а ы А 
почках, в семенниках, в гипофизе. В центральной г р ме 
фермент присутствует в таких структурах, как хо ы рвной систе 
[4], хвостатое ядро [11] и полосатое тело [15] роидное сплетение 

Скорость расщепления мет-энкефалин > и 
весьма с: в условиях нашего коне петидиядилептидазой 
в два раза ниже скорости гидролиза Веп2-С]у.С] о менее чем 
ского субстрата этого фермента [1, 14], хот У-СПу, специфиче- 
фалина была в 5 раз ниже, чем концентрация О 
тивного трипептида. О оптически ак- 

На рис. 2 представлена схема активного цен 

пептидазы, предложенная Ондетти и др. [9] и мы пептидилди- 
следований карбоксипептидазы А [12]. Показано ^аЮЩая из ис- 
лагаемое расположение лей-энкефалина на поверхн также предпо- 
мента. Остаток Гецб связывается свободной карбон этого фер- 
пой с положительно заряженным участком под де сильной груп- 
сил. Вклад связи Р|Не“-[.еиб во взаимодействие с ствием ионных 
Ферментом осу- 


ются 


ферме: 
активЕ 


но пре 
в кото 
гут ле: 


ферме: 


качест 

Н: 
кефалу 
Ментах 
тельно 
Дипепт 
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ществляется в результате возникновения водородных связей. Связь 
о расщепляется активным центром, содержащим ионы 
702+. Возможно, что ионы 71п?+ могут быть заменены ионами 
Со?+. 

Вследствие субстратной специфичности пептидилдипептидазы 
[1] фермент этот, по-видимому, не должен расщеплять следующие 
гипотетические производные энкефалина: 1) производное, в пятом 
положении которого находится либо аминокислота, не содержащая 
свободной карбоксильной группы, либо дикарбоновая аминокис- 
лота, например глутаминовая, 2) производное, четвертой аминокис- 
лотой которого является пролин. 

Поскольку только пептиды со свободным С-концом расщепля- 
ются пептидилдипептидазой [1], то резистентность к действию 
фермента может быть одной из причин того факта, что ш \!\о 
активность метионинамидного аналога энкефалина [7] значитель- 
но превышает активность природного мет-энкефалина. В тканях, 
в которых концентрируется пептидилдипептидаза, энкефалины мо- 
гут легко разрушаться этим ферментом. Далее, конкурируя за этот 
фермент, энкефалины могут изменять метаболизм других активных 
пептидов и подавлять образование ангиотензина П из ангиотензи- 
на [ или инактивацию кининов. 

Культивируемые клетки эндотелия человека, однако, инакти- 
вируют энкефалины в первую очередь под действием аминопепти- 
дазы, о чем свидетельствует освобождение остатка Туп. Деграда- 
ция энкефалинов сходной аминопептидазой обнаружена при ис- 
пользовании либо очищенного фермента [3], либо плазмы, гомо- 
тенатов мозга [2, 7] или мембранной фракции мозга крыс [8] в 
качестве источников фермента. 

Наши эксперименты показывают, что быстрая инактивация эн- 
кефалинов может быть обусловлена по крайней мере двумя фер- 
ментами, присутствующими в тканях. Эти ферменты предположи- 
тельно локализованы в различных структурах клеток. Пептидил- 
дипептидаза, являющаяся компонентом плазматических мембран 


бо" = 





Рис. 2. Показан активный центр пептидилдипептидазы с ве. 
честве субстрата [9]. 
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различных клеток [1], может деградировать энкефалины с выдь 
лением С-концевого дипептида, а аминопептидаза в клетках эндо. 


телия может расщеплять циркулирующие пептиды с М-конца. 
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ИММУНОГИСТОХИМИЧЕСКОЕ РАСПРЕДЕЛЕНИЕ 
ЭНКЕФАЛИНОВЫХ НЕЙРОНОВ 


О. ЙОХАНСОН, Т. ХЕКФЕЛЬТ, Р. П. ЭЛЬДЕ, 
М. ШУЛЬЦБЕРГ, Л. ТЕРЕНИУС 


(О. Говапззоп, Т. НОЦ, БК. Р. Ее, М. ЗевиН2Ъего, Г. Тегепйиз) 





Рецепторы опиатов были выявлены по связыванию радиоак- 
тивных лигандов [15, 61, 71, 77] и по результатам радиоавтогра- 
фического исследования [1, 2, 60]. Оказалось, что они связаны 
с мембранами нейронов. Рецепторы обладают минимальным срод- 
ством к ранее идентифицированным нейромедиаторам (см. обзо- 
ры 12, 14, 38, 73, 74, 78). В 1975 году Хьюс и сотр. [39] выделили 
из центральной нервной системы, охарактеризовали и синтезиро- 
вали два пентапептида — метионин-энкефалин (мет-энкефалин) и 
лейцин-энкефалин (лей-энкефалин), различающиеся только по 
С-концевой аминокислоте. Вместе с другими родственными пепти- 
дами они образуют так называемые эндорфины [16, 49] — группу 
веществ, играющих, по-видимому, роль эндогенных лигандов для 
опиатных рецепторов [16, 39, 49, 55, 70, 79—81]. Все они являются 
частями значительно более крупной молекулы, В-липотропина [47]. 
Региональная локализация энкефалинов в мозгу млекопитающих 
напоминает локализацию опиатных рецепторов [19, 36, 37, 44, 55, 
56, 68, 72, 82]. При субклеточном фракционировании энкефалины 
обнаруживаются во фракции синаптосом, [70]. Для более точного 
определения распределения и клеточной локализации энкефали- 
нов мы использовали антисыворотку к этим пептидам и к а-эндор- 
фину и непрямой иммунофлуоресцентный метод Кунса и сотр. [8]. 

Предварительные результаты ЕН иссле- 
дований были уже опубликованы [11, 20, 21, 23, 34, 35], а в на- 
стоящей работе будет проведен краткии обзор этих исследований. 
Распределение энкефалинов в центральной нервной системе крысы 
исследовали также Симантов и сотр. [69]. Кроме того, Блюм и др. 
[6] обнаружили в мозгу нейроны, дающие при иммунологическом 
анализе положительную реакцию на В-эндорфин. 


Методы 


Антитела к мет-энкефалину и лей-энкефалину Е 
описано ранее ПЬ, 23] (а также статья, готовая к печ г о 
цифичность атисыворотки оценивали В тесте на конкур 
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подавление связывания. Антисыворотка к лей-энкефалину, исполь. 
зованная в нашей ранней работе [11], перекрестно реагировала ‹ 
мет-энкефалином на 20%, тогда как полученная впоследствии ан. 
тисыворотка к мет-энкефалину обладала 10%-ной пе 


рекрестной 
реактивностью к лей-энкефалину и менее чем 0,1%-ной реактив. 


ностью к а, В- и у-эндорфинам, веществу Р и соматостатину, 
Недавно были получены антисыворотки, более специфичные к мет. 
и лей-энкефалинам соответственно. Однако в задачу настоящего 
исследования не входят попытки дифференцировать мет- и лей. 
энкефалины. Отметим, что все результаты, о которых пойдет речь 
далее, получены с помощью антисыворотки к мет-энкефалину, по- 
<кольку известно, что содержание мет-энкефалина в мозг 


у крыс 
втрое превышает содержание лей-энкефалина [72]. Поскольку 
нельзя исключить перекрестной реактивности с неизвестными пеп- 


‘тидами и белками, химический состав которых сходен с энкефали- 
нами, наиболее подходящим термином нам представляется энке- 
'фалиноподобная иммунореактивность (ЭПИ). 

Для иммуногистохимического анализа использовалась антисы- 
‘воротка в разведении 1: 10—1: 160. Для контроля специфичности 
‘иммунологической реакции срезы инкубировали с антисывороткой, 
'‘блокированной энкефалином в 


концентрации 50 мкг на | мл сы- 
воротки, разведенной в соотношении |: 


10. Для второго этапа ин- 
кубации использовали флуоресцеинизотиоцианат, конъюгирован- 
ный с овечьими антителами соответственно к иммуноглобулинам 
кролика или морской свинки; разведение антител составляло |:4 
(З{айепз ВаК(ег!оое13Ка ГаБогаюг!ит, ЗВТ, З4юсКВойт, З\ме4еп). 
Все препараты сыворотки содержали 0,3% тритона Х-100 [17]. 

Самцов крыс-альбиносов (вес тела 150—200 г) или морских 
ерез восходящую аорту 
да 4%-ным раствором 
и т Пизу [58], и некоторые 
‘ткани, включая головной и спинной мозг, тщательно промывали 
‚физологическим раствором на Фосфатном буфере и получали сре- 
зы тканей на криостате Дитте (РОЩЕ, НееЪеге а. Е В.). Даль- 
нейшую обработку срезов проводили по методу не м сотр. 
[8], как подробно описано в предшествующих публикациях [27, 
:28]. Кратко: срезы инкубировали во влажной атмосфере в течение 
-30 мин со специфической антисывороткой и затем после промыва- 
ния физиологическим буферным раствором инкубировали в тех же 
‘условиях с флуоресцеинизотиоцианатом, конъюгированным с ан- 
‘тителами. В других случаях инкубацию проводили при 4°С в те- 
‘чение ночи. После инкубации срезы промывали, монтировали на 
предметные стекла и затем исследовали и фотографировали в 
флуоресцентном микроскопе 7615$ Лищог, снабженном темно. 
польным масляным конденсором. Анатомическую номенклатуру 
приводили в соответствие с атласами Кенига 


и Клиппеля [48 
Якобовитса и Палковитса [40] и Палковитса и Якобовитса [54]. 
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Результаты 


До сего времени ЭПИ обнаружена только в нейронных эле- 
ментах. Локализация ЭПИ в центральной нервной системе иссле. 
дована только у крыс, а локализация ЭПИ в периферической нерв- 
ной системе — как у крыс, так и у морских свинок. В серийных 
срезах, инкубированных с антисывороткой, блокированной энке- 
фалином, флуоресцентные структуры не обнаруживаются, что ука- 
зывает на специфичность иммунологической реакции. 


ЦЕНТРАЛЬНАЯ НЕРВНАЯ СИСТЕМА 


ЭПИ присутствует в телах нейронов и нервных терминалях в 
обширных участках головного и спинного мозга. Идентификация 
энкефалин-положительных тел нейронов оказалась довольно труд- 
ным делом, что явилось не очень большой неожиданностью, по- 
скольку во многих предшествующих исследованиях аналогичные 
трудности возникали при изучении других пептидов. Так, Барри и 
сотр. [4] смогли визуализировать содержащие люлиберин тела 
нейронов только после определенных экспериментальных воздейст- 
вий, а во многих других лабораториях вначале вообще не удава- 
лось выявить люлиберин-положительные тела нейронов [3, 29, 41, 
67]. После внутрижелудочковой инъекции колхицина энкефалин- 
положительные тела нейронов выявляются во многих участках 
головного и спинного мозга. Колхицин использовался во многих 
предшествующих исследованиях для увеличения содержания в те- 
ле нейронов предполагаемых нейромедиаторов [10], ферментов: 
[43] и пептидов [4, 33]. Колхицин, как принято считать, останав- 
ливает аксонный (и интрасомный) транспорт благодаря своему 
действию на микротрубочки [66]. Поскольку на процессы синтеза 
такая обработка не влияет, происходит накопление образующихся 
веществ в телах нейронов. 


Группы клеток 


Иммунореактивные группы клеток обнаруживаются в хвоста- 
том ядре (рис. 1,А), в каудальной вентромедиальной а Е 
рального ядра перегородки, в пифецз пцегзИНа$ з{ае фтегпипаи$ 
(боковая часть), в перивентрикулярном преоптическом ядре, ме- 
диальном преоптическом ядре, паравентрикулярном ядре, пери- 


форникальном участке (рис. 1,Б), аркуатном ядре» вентромедиаль- 


ых ядрах, 
ном ядре сальном и вентральном премамиллярн 
ен ы пучок переднего мозга, 


простирающихся латерально в медиальный 

В а ао сером веществе среднего мозга ВЕР 
теральные участки), в некоторых слоях ооо аи рет в не 
деленных участках сизфапМа пота, в писец Ищегре а т 
внутри наружной петли, в вентральном и дорсальном парабра 
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альных ядрах, в медиальном вестибулярном ядре, в ядре большо. 
го шва, простирающегося латерально над кортикоспинальным трак. 
том (рис. 1,В,Г), в дорсальном ядре улиткового нерва, в вентро. 
медиальной части гигантоклеточного ретикулярного ядра ив 
участках, расположенных вентрально от этого ядра, в писец 
{гасёиз зоКаги, в ядре бледного шва, в парамедианном ретикуляр- 
ном ядре, в маргинальном слое ядра спинального тракта тройнич- 
ного нерва, в желатинозном веществе (зибзфапа ое]аНпоза) трой- 
ничного нерва и в заднем роге спинного мозга (рис. 2). Общее 
число участков, содержащих энкефалин-положительные тела кле- 
ток, к настоящему времени превышает 25. а-Эндорфин-иммуноре- 
активные тела клеток обнаружены к настоящему времени в вент- 
ральном премамиллярном ядре (рис. 3). Некоторые клетки про- 


стираются также в аркуатное ядро и в ряде случаев во внутренний 
слой срединного возвышения и латерально вдоль поверхности 
мозга. 


























Нервные терминали 


Здесь приведено только краткое описание участков с относи- 
тельно высокими плотностями. (Подробное описание можно найти 
в работах [5, 6, 11, 20, 21, 34, 35, 69].) Результаты более деталь- 
ного картирования будут опубликованы впоследствии. 

В телэнцефалоне очень плотная иннервация была обнаружена 
ен а р не Среди других участков с обильной 
иннервацией отме альное я 
Е ицегзиН аз эётае епона а, о И: и. 
центральное миндалевидное ядро (рис. 5,4) я а не 
(рис. 5,Б). Кроме того, хорошо выраженная иннерва бнару- 
живается в участках комплекса гиппокампа рвация обнару 

С ВИ ообеео дер содер- 
жит волокна с ‚› особенно ве 
ное ядра (рис. 5,В), перивентрикуля а льное и дорсомедиаль- 
преоптическое ядро. Медиальная ча 


НЕС область и медиальное 
возвышения (рис. 5,Г) характеризуется ты слоя срединного 
ЭПИ-содержащих волокон. ЭПИ-положит ренной плотностью 


ельные волокна обнару- 





ипоталамических Я 





Рис. 1. Иммунофлуоресцентные микрофотог- 
никальной области (Б) и пиеиз гарбе ыы Свостатого ядра (А), перифор- 
получавших колхицин крыс. Ткани предварительн Родолговатого СЕ (— Г) 
кой к мет-энкефалину. Многочисленные флуорес о ИНкУубировали ен бо 
в хвостатом ядре (А) вблизи желудочка о УЮЩие тела е нтисывор р 
а также в пис!еиз гарне тавпиз (В и Г). Обр аа вокруг ее и) 
ложительные нервные терминали в последней о внимание на & да (с) (. р 
увеличение. В. ПТ — пирамидальный тракт, Ани (В). я нкефалин-по’ 
направление. Б —Г взяты из работы [23], а Кой на ОЕ олее сильное 
дующих микрофотографиях соответствует 50 ке прямой ва о дорсальное 

> и всех сле- 
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живаются также в интраламинарном ядре таламуса и в некото. 
рых участках вентрального таламического ядра. 

В мезэнцефалоне флуоресцирующие волокна обнаруживаются 
в периакведуктальном сером веществе и в 20па сотраба зибзфап{а 
пота. 

В варолиевом мосте плотная сеть флуоресцирующих волокон 
обнаруживается в дорсальном парабрахиальном ядре (рис. 6,4). 
Средняя плотность ЭПИ-содержащих волокон обнаружена в пери- 
акведуктальном центральном сером веществе и в 10си$ соегшеив. 

В продолговатом мозгу наиболее высокое количество флуорес- 
цирующих волокон обнаруживается в маргинальной пластинке и 
желатинозном веществе ядра спинального тракта тройничного нер- 
ва, в латеральном ретикулярном ядре, в пис!еи$ атЫеииз, писеиз 
{гасбиз зоШаг1з, пиецз оцеиз пегу1 Гастаз, пис!еиз ое пеги 
Вуроэ105$$1 и в комиссуральном ядре (рис. 6, Б). 

На всех уровнях спинного мозга обнаруживается интенсивная 
сеть ЭПИ-положительных волокон. Наиболее высокая плотность 
обнаружена в слоях Г, П (рис. 6, В), Уи УИ [63, 75], а также в 
участках, расположенных вокруг центрального канала. Другие 
участки серого вещества также содержат энкефалин-положитель- 
ные волокна, но с меньшей плотностью. '`Многочисленные энкефа- 
лин-положительные волокна видны также в дорсомедиальной ча- 
сти бокового канатика, вблизи заднего рога. 

Было проведено предварительное изучение распределения 
а-эндорфин-положительных нервных терминалей. Умеренно плот- 
ная сеть обнаружена в некоторых ядрах гипоталамуса, особенно в 
дорсомедиальном ядре (рис. 6, Г). Кроме того, многочисленные 
флуоресцирующие волокна содержатся в медиальном преоптиче- 


ском, паравентрикулярном и перивентрикулярном ядрах, а также 
в перифорникальном участке. Рассеянные эндорфин-положитель- 
ные волокна обнаруживаются в большинстве участков гипотала- 
муса. Вне гипоталамуса тесное сплетение эндорфин-положительных 
волокон обнаруживается в перивентрикулярно ел 

Положительные волокна видн м ядре таламуса. 


) н. ы также в облас 
ядра, в писеиз ицегзИНаИз$ з@ае {егпита!15 и 
ь я 


дорсально в базальную часть латерального 
} я 
центральном периакведуктальном дра перегородки, и В 


сером вещес 
положительных волокон в нижнем стволе ее а 
пинном мозгу- 


























Рис. 2. А— В. Иммунофлуоресцентные микрофотографии 

мозга получавших колхицин крыс [34]. Ткани предва заднего рога спинного 
с антисывороткой к метионин-энкефалину. Энкефалини в еЛьно инкубировали 
ронов обнаружены в глубинных (Б) и более поверхно ожительные тела ней- 
Би В более сильное увеличение клеток, представл тных пластинках (В). 
Тапешз (задний канатик). енных на ДА. БЕ ага! 
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ПЕРИФЕРИЧЕСКАЯ НЕРВНАЯ СИСТЕМА 


Как правило, у морских свинок наблюдаются более выражен. 
ные и более многочисленные энкефалин-положительные волокна, 
чем у крыс. 

В желудочно-кишечном тракте флуоресцирующие волокна 0б- 
наруживаются главным образом во внутреннем кольцевом мышеч- 
ном слое и в ауэрбаховом сплетении (рис. 7, А). В частности у 
морских свинок волокна видны также в мышечном слое слизистой 
оболочки желудка. В стенках желудочно-кишечного тракта ЭПИ: 
положительные тела клеток не выявляются, но в опытах с куль- 
турой ткани выявлено существование ЭПИ-положительных нейро- 
нов в кишечнике (Шульцберг, Дрейфус, Гершон и Хёкельт, в пе- 
чати). 

Некоторые симпатические ганглии, и особенно превертебраль- 
ный ганглий морской свинки, содержат энкефалин-положительные 
нервные терминали. Плотная иннервация флуоресцирующими 

нервными терминалями наблюдается в нижнем брыжеечном ганг- 
лии вокруг собственно ганглионарных клеток (рис. 7,Б,В) и менее 
плотная — вокруг мелких, интевсивно флуоресцирующих (МИФ) 
клеток. Комплекс чревного и верхнего брыжеечного ганглиев и гГи- 
погастральный ганглий содержат более редкую сеть флуоресци- 
рующих волокон. Только отдельные флуоресцирующие волокна 
наблюдаются в верхнем шейном ганглии. 

В некоторой степени ЭПИ наблюдается также в волокнах | 


мелких ганглиев, в ряде других периферических тканей, в том чис- 
ле в мочевом тракте и вблизи щитовидной железы. 














Заключение 


Приведенные здесь данные указывают на существование боль- 
шого числа систем нейронов в головном и спи 
периферии, взаимодействующих с антителами 
Предварительные исследования, проведенные в 
рии с антителами к а-эндорфину, 


нном мозгу и на 
К энкефалинам- 
нашей лаборато- 
указывают на гораздо более 





Рис. 3. Иммунофлуоресцентные микрофотографии базального ги 
получавших колхицин. Ткани предварительно инкубировали с 
дорфину (А— Б) или контрольной сывороткой (В). Разл 
щие тела ‘нейронов видны в вентральном премаммилярном 
ное увеличение рис. А. Обратите внимание на отсутствие эндорфи 
ных тел нейронов в контрольных срезах. Однако слабо флу н-положитель- 
(стрелка), простирающиеся от желудочка (звездочка) в вентра но 
нии, равно как и флуоресцентная зона вдоль базальной п ом направле- 
} чик стрелки), видны после инкубации как со специфической (А) мозга (кон- 
рольной (В) сывороткой и, следовательно, отражают нес 
вание. 


‚ так и с конт- 
пецифическое окраши- . ; 
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ограниченное распространение данного пептида, что подтверждает 
результаты исследований Блюма и др. [6], использовавших анти. 
тела к В-эндорфину. Поскольку а-эндорфин-положительные тела 
нейронов не идентичны никаким из энкефалин-положительных 
групп клеток, обнаруженных к настоящему времени [23], кажется 
вероятным, что эти два опиоидпых пептида содержатся в различ. 
ных системах нейронов. : 

Интересно отметить, что более ранние иммуногистохимические 
исследования с использованием антител к другим пептидам, таким, 
как вещество Р[32], люлиберин [3, 4, 29; 41, 59, 67] или тироли- 
берин [30, 31], показали, что их распределение уникально для 
каждого пептида [20, 21] и явно отличается от распределения эн- 
кефалинов, описанного в настоящей статье. Наблюдаемое в наших 
исследованиях распределение ЭПИ не может быть обусловлено 
присутствием в тканях эндорфинов, поскольку соответствующие 
антитела не обладают сколько-либо заметной перекрестной реак- 
тивностью с этими веществами. Это подтверждается также тем 
‘фактом, что не обнаружено положительной иммунофлуоресценции 
в промежуточной доле гипофиза, которая, как известно, богата 
эндорфинами [5] (см. также [65]). 

Обнаруженные энкефалин-положительные тела нейронов со- 
ставляют, как правило, лишь малую долю всех тел нейронов в раз- 
личных ядрах мозга. К настоящему времени не обнаружено мет- 
энкефалин-иммунореактивных тел нейронов или нервных терми- 
налей в коре мозга и мозжечка. Вполне возможно, что существуют 
„и другие системы, содержащие энкефалины, но концентрация 
пептидов в них слишком мала, чтобы их можно было обнаружить 
доступными нам методами. 

Широкое распространение энкефалиновых нейронов свиде- 
тельствует об их ‘участии во многих аспектах функционирования 
мозга. Интересно однако, отметить, что энкефалиновые нейроны 
присутствуют в участках мозга, предположительно имеющих отно- 
лисние к боли и анальгезии [50, 51, 53, 64]. Эти участки включают 
в. себя центральное периакведуктальное серо о 

медуллярного шва, спинальное ядро Одного ее. 
мозг. Особый интерес вызывает обильная иннервация слоев Ги П 


заднего рога и маргинальной пластинки и ж 


В елатинозного вещества 
ядра спинального тракта тройничного нерва. Эти волокна, по всей 
, 





Рис. 4. Иммунофлуоресцентные микрофотографии бледного шара (А — Б), лате- 
рального ядра _Нерегоредки (3) вр ху Ахно ть Ядра (Г) после’ инкубации с 
антисывороткой к мет-энкефалину. Бледный шар водерже а я дин © 
сеть энкефалин-положительных терминалей (А, Б). Обратите внимание т Е 
положенные в виде корзинок энкефалин-положительные терминали в не Е 
ином ядре перегородки (В) и пятнистое распределение тонких Гы ее 
нервных терминалей в аккумбентном ядре. СА соо е пуореси ру р 
и Г взяты из работы [11]. с Е 
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Рис. 7. Иммунофлуоресцентные микрофотографии толст 
него брыжеечного ганглия .(Б, В) морских свинок. То кишечника (А) и ниж- 
бировали с антисывороткой к мет-энкефалину. Моро Предварительно В 
в ауэрбаховом сплетении (стрелки) и в мышечных скисленные а ны 
кольцевом слое (КС); ПС — продольный слой мые › особенно в н д ы 
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Иммуногистохимическое распределение энкефалиновых нейронов 75 
вероятности, относятся к энкефалиновым 


возможно, проприоспинальным нейронам) 
Ламотт и др. [45], мс 


интернейронам (или, 
Е ‚ которые, по мнению 
ь гут образовывать аксон-аксоновые синапсы 
с передающими болевые импульсы первичными афферентами. Ин- 
тересно отметить, что существует значительное перекрывание меж- 
ду этими энкефалин-положительными нервными терминалями, с 
одной стороны, и содержащими вещество Р первичными афферен- 
тами, с другой стороны. На основе результатов морфологических 
наблюдений [32] и нейрофизиологических экспериментов [18, 62] 
было высказано предположение, что первичные афферентные ней- 
роны, содержащие вещество Р, могут передавать болевые импуль- 
сы. Энкефалины, выделяющиеся из этих терминалей, могут инду- 
цировать анальгезию, стимулируя пресинаптические опиатные 
рецепторы [34], локализованные на содержащих вещество Р пер- 
вичных афферентах. Действительно, Куелло и др. [9] недавно 
показали, что энкефалины могут подавлять выделение вещества Р 
из ядра спинального тракта тройничного‘ нерва ш уЙго. 

Можно привести еще один пример участия энкефалинов в 
частной функции мозга. Недавно было показано, что энкефалин 
способен вызывать выброс пролактина [48]. Эти наблюдения мож- 
но объяснить существованием многочисленных энкефалиновых нерв- 
ных окончаний во внешнем слое срединного возвышения [207. 
Они могут доходить сюда от одной из нескольких групи энкефа- 
лин-иммунореактивных тел нейронов в гипоталамусе; в этом случае 
туберо-инфундибулярная [76] энкефалиновая система может быть 
вовлечена в гипоталамический контроль секреции гормонов гипо- 
физа. Е 

- Распределение энкефалиновых нейронов в периферической 
нервной системе свидетельствует о том, что эта автономная систе- 
ма устроена, по-видимому, значительно сложнее, чем мы ранее 
предполагали. Это подтверждается существованием перифериче- 
ских нейронов, содержащих вещество Р [26, 32, 52, 57], вазоак- 
тивный кишечный полипептид [7, 13, 95, 46] и соматостатин [22, 
24]. Точная функциональная роль этих периферических пептидсо- 
держащих нейронов в настоящее время неясна. 








= * 
* 
Авторы благодарят за квалифицированную м 
мощь миссис Хайарт, мисс Норелл, мисс Персон и миссис 
игардс. 


Список литературы 


1. Аноей $. Е. Киваг М. Г. Вгаш Вез., 129, 1—12 (1977). 
2. Аншей $. Е `7 Вгаш Вез. (1977). 11 ргезз. 
Вакег В. ме тет коей |. Аш. 7. АпаЁ, 139, 129-134 (1974). 


4. Ваггу Г., рифов М. Р., Рошат Р. 2. РеШогзсв., 146, 351—366 (1973). 





76 О. Йохансон, Т. Хёкфельт, Р. П. Эльде и др. 


5. Вюот Е., ВаНепвеги Е., Воззег Г., тб М., Герраиофо Г., Уагво Т. М., бир. 
пит В. Ше $4, 20, 43—48 (1977). ых : : 

6. В1оот Е., Юоззег Г., ВаНепеги Е., Уагво Т., МиисЕ $., лпв М., биЩетт В. 
Меигозс1. АБЗЕ. (1977). п ргезз. 

1. Вгуам М. С., РааЕ Т. М., Моайт [., Воот $. Ю., АБидиегцие Ю. Н., Рег. 
5е А. С. Е. Г.апсе, 1, 991—993 (1976). 2 

8. Соопз А. Н. ш: Сепега! Суфюсвеписа! Мешо4$, е4. У. Е. РашеШ, рр. 399— 
422, Асадепис Ргезз, Мех УогК (1958). 

9. СиеЦо А. С., Етзоп Р., 4е! Егассо М., Сие Т., Гоегзеп. [.. Г. Теззей Т. М., Ка- 
пагаша [., Рахтоз С, ОшЕ М. ш: СешгаНу АсНис РерНаез, е4. .. Ниойез, 
МастШап, Гопдоп (1977). п ргезз. 

10. Раягдт А. п: Мем Азресз о! Э1югаве апа Ве[еазе Меспап!зт$ ой СайесВо|- 
ат!тез, е4з. Н. 7. ЗсПйтапл апа С. КгопеБего, рр. 20—26, Вауег Зушрозши И, 
Зрипеег, ВегИп (1970). 

11. Еме В., Ноей Т., Тойапззоп 0., Тегеши$ [. МеигозСепсе, 1, 349—355 
(1976). 

12. Ргедетс№зот Ю. С. А. Те $с1. (1977). п ргезз. 

13. Рихе К., Ноей Т., За $. [., Мий У. Меигозст. ГеНегз (1977). п ргезв. 

14. Воазет А. З“епсе, 193, 1081—1086 (1976). 

15. боазет А., Гошпеу [.. [., Рай В. К. Ргос. Маш. Асад. 5с1. ОЗА, 68, 1749— 
1747 (1971). 

16. о К., Ипа М., Вигвиз Ю. С. В. Асаа. $1. (Раг!з), О, 282, 783—785 

17. Найтапт В. К. 2А4е Р., Иаетмепа $. Ргос. Маф. Асад. $1, (\/азН.), 69, 

2722—2726 (1972). 
18. Непгу ; Г. Ват Вез., п: (1976). 
. НШег У. М., Реагзоп Т., топ Е. Г. | 
105271662 (1973). . Кез. Соти. спет. Рав. Рванпасо!. 6, 
20. Новей Т., Шае К., Еихе К., Гопапззот 0., Г]уипвааШ А, соазегт М., [и В. 


Ейепа:с $., МИззот (б., Тегещиз [., Сатеп тай Е 1 
Зам $., Регех 4е [а Мога М., Роззат 1... Тарга Е. тя р К, 


Шт: Тве Нуроа!атиз, едз. $. ВесВНи апа п 
Уогк (1977). 11 ргезз. апа К. Ва1Чеззагий, Вауеп Ргез$, №ем 


21. НОЕЕй Т., Ее В. Р., Тойап55оп 0., Циподайв! А., Зевиш у 
М№М5зот С., Регпош В., Тегещиз [., ее Б. а Я и 
5аа 5. п: Рэуспорвагтасо!обу: А’Сепеганон 67 Ргобтезз, едз. М. А. Мрюп 
А. Р1Мазсю апа К. Е. КШашт, Кауеп Ргезз, Мем Уогк , ; М. А. рп, 


„ Айтига А. Менгозсепсе, 


23. Новей Т., Ече В., Тойап, р. ; Е 

а ре (р, е ‚. - р О., Тегешиз 1., Зет [. М еигозс!. ГеНегз, 5, 
24. НоШей Т., Ейот Г. 6., Ве В. $ . 

и т ре ааа свиебега:М., ри В. Ргос. Мал. Асаа. $61. 
25. Ноей Т., Ефот Г. Ц., ЗепиИ2Ьег М., + ; 

Меигозс!епсе (1977). п ргезз. - Рихе К., За $., Мий У, боаяет М. 


26. Новей Т., Ейот Г. @., ЗейиИзьега М. бомые Е 
132, 29—41 (1977). 8 от М. Миззов ©. Вгаш Кез. 


) 
27. Ноей Т., Рихе К., бо4Яет М. Апп. М. У. Асад. $сй 


ее Е 254, 407—432 (1975). 
28..НОЖШей Т., Еихе К, СбоЧЯет М., Тов Т. Т.Н; я 
(1973). - Носпепизьу, 33, 231—054 
29. Новей Т., Еихе К, Со@$ет М., Говапззоп О., Егазег Н 
Апа опуса! Меигоепдосг!по]ову, едз. \/. Е. Эитр! апа ЕЕ ТеЙ[сойе СЫ 
392, Кагрег, Вазе! (1975). ` Р. Огапь рр. 381— 


30. НоГей Т. Еихе К., Товапззот О., Те сое $. 1. . 
1, 133—139 (1975). » ИЁИе М. Ме 
31. Ной Т., Еихе К., Топап$5оп О., Тесовёе $. ра =. 
о 389—392 (1975). йе М. Ецг 


Чго$с1. ГеНегз, 


ор. У. РЬагша- 








[2 
< 


& 
сз 
бо 


[1] 
| 
а} 


36. В 








= 
> 


‚ Новей Т. Говапззот О., КеЦегв 7Т.-0.. [ 


3. Нофей ТГ., Кейемь ..-0., 


. Тасофошиг О. М., Ревоой$ М. 1. С 
. Кто У. С., Рагзоп$ Г. А., 


Иммуногистохимическое 


распределение 


Пипваа Ш А., МИ5зоп С., Мурагцв А. 
Регпом В. шт: Зибз{апсе Р. Мое] Зутрозшт, едз. Ц. $. уоп Ешег ава В. Рег. 
по\, рр. 117—145, Кауеп Ргезз, Ме Уогк (1977). 


№5501 С., Регпош В. Вгат Кез., 100, 235—952 
(1975). 


‚ Новей Т., ЦипвааШ А., Ее Ю 


`, №МИ5зоп С., Тегешиз Г. Ргос. М | 
$1. ОЗА, 74, 3081—3085 (1977). 5 геи гос. Маф. Асаа. 


‚ НоЕей Т., Тегетиз [.., Ефот, [.. ( 


: ег 7, Эспи1гбеге М., Еще Ю., боаает М. Мец- 
гозсепсе (1977). п ргез$. 


. Нопа Г. $. Уапо Н.-У., Соб Е. Мецгоррагтасоюру, 16, 451—453 (1977). 
. Нивйез Г. Втат Кез., 88, 1—14 (1975). : 

‚ Нивйез Г., КодейИ2 Н. №. Вги. Меа. Ви|., 
. Ниввез Г, бтИй Т., Кодейиг Н. \№., 


33, 157—161 (1977). 
ЕошегвИ [.. А., Могвап В., Могиё Н. В. 
МаЁиге, 258, 577—579 (1975). 

отр. Меиго]., 157, 13—98 (1974). 

Епап45ет, $. [., МИцатз Т. Н. СеЙ Тзвие Кез. 
153, 211—218 (1974). 


, 


. Комо Г. Е. Ю., КИрре Ю. А. Тье ВаЁ Вг 


аш, \МИатз апа \ИКи$, ВаНипоге 
(1963). 


‚ Кгеи!26ега С. Ргос. Мат. Аса4. $с1. (\МазН.), 62, 722—798 (1969). 
. Киваг М. У., Рег С. В., Зпуаег 5. Н. Маиге, Г.оп4., 245, 
. Гатойе С., Рег С. В., Зпуаег $5. Н. Втат Кез., 112, 407—412 (1976). 


. Гагззоп [..-Г., ЕайгепЁгив Г., ЗспаПайгку 4е Мискааей 0., Зипег Е., Навап- 


447—450 (1973). 


501 К., Кена ТГ. Е. Ргос. Маф. Асад. $1. ЗА, 73, 3197—3200 (1976). 


. С. Н, Стипе О. Ртос. Майп. Асай. 5. ПОЗА, 73, 1145—1148 (1976). 
‚ Меп Е. [., Еепзсйе| Ю. 1.., батзву У., Загащай5 О., СгапЁ М. Н. Те Зсё., 19 


837—840 (1976). 


. Мп М. Вигвиз Ю., СиШепит ВЮ. Ргос. Ма{п. Асад. $1. ЗА, 73, 3942—3946 


(1976). 


. Мауег О., Рисе О. Раш, 2, 379—404 (1976). 
. Мауег Л. Т., МоШе Т. 1., АЁИ Н., Сагаег В., Чебезёта Г. С. Зс1епсе, 174, 


1351—1354 (1971). 


. МИ5з0т (., Гаг$зоп [..-[., Навапзоп К., Вгоат Е., Зип ег Е., Регпош В. Н1зЮ- 


спепиз{гу, 43, 97—99. 


‚ ОШоегаз 1. [., Веззоп Г. М., биЙБаиа С., Глевезёта Г. С. Ехр. Вгат Вез., 20, 


32—44 (1974). 


. РИЁоой$ М., Гасофошй2г О. М. У. Сотр. М е иго., 157, 29—42 (1974). :: 
. Рабегпае (. №., боойтап 'К., Зпуаег $. Н. Те $, 16, 1765—1769 (1975). 
. Рабегпае (6. №., Зйтатоо К., Зпуаег $. Н. Мо|. Рвагтасо!., 12, 504—513 


(1976). 


. Реагзе А. (Ц. Е., Рай 7. а 41, 373—375 (1975). 

. Реазе О. С. Апа+. Вез., 142, 342 (1962). 

‚ РеЦеНег а ГР К., Рибё Р. 7. Низ юсвет. Субюспеш., 24, 864—871 (1976). 
‚ РегЁ С. В., Кийаг М. Т.. Зпуаег $. Н. Ргос. Ма. Аса4. $с1. ПЗА, 73, 3724— 


3733 (1976). 


. РегЁ С. В., Зпудег 5. Н. Зс1епсе, 179, 1011—1014 (1973). 
. Вапё М., МИенс У. Вгат Вез., 128, 164—169 (1977). 

‚ Кехеа В. Г. Сотр. Меиго!., 100, 297—379 (1954). 

. Кеупо!4$ О. У. Зс1епсе, 164, 444—445 (1969). 


Коз5 М., Ейгепгапг Т., Сох В. М., боаяет А. Ее4. Ргос., 35, 844 (1976). 


` Зсйт {`Вез, Ргорг. Вий. 6, 119—144 (1968). 
: Зем 6. а А. у. Антига А. НМегко В. Епаосгто]обу, 96, 


135—142 (1975). 
а р М. Т., Разегпае 6. №., Зпуаег $. Н. Вгаш Вез., 106, 
189—1 
Зетатоо К, банаг М, 7, ИМ 6. В, Зпуег 5. Н. Ргос. Майт. Асай. Зе ОЗА, 
74, 2167—2171 (1977). 


- Зйпатоиу Ю., бпоштап А. М., Зпуаег $. Н., Вгат Вез. 107, 650—657 (1976), 


е энкефалиновых нейронов Га 











































































































































































































































О. Йохансон, Т. Хёкфельт, Р. П. Эльде и др. 


> 
со 


71. $ипоп Е. Г., НШег У. М., Баетав Г. Ргос. Майп. Аса4. $1. ЗА, 70, 1947— 
1949 (1973). у 
72. Зтий Т. №., Нивйез Г., КодейИг Н. №., 50а В. Р. ш: Ор!а 5 апа Епдове- 
поцз РерН4ез, ед. Н. \/. Кофе, рр. 57—62, Могп-НоПапа, Атзегаат 
(1977). 
73. Зпуаег $. Н. $1. Аш., 236, 44—56 (1977). 
74. зпуаег 5. Н., Зипатои КЮ. 7. Меигоспеш., 28, 13—20 (1977). 
75. Зетег Т. 7., Тигпег [.. М. 7. Рвуз1ю1. ([.оп4.), 222, 123—125Р (1972). 
76. Заещаво а Г., Негкд В., Мезз В., Нщавг В. Нуро#а!апис Сопёго| о! Фе Ап- 
{епог РИиКагу, АКадепиа К!адб, Видарез{ (1962). 
77. Тегешиз [.. Асба рнагтас. фох., 32, 317—320 (1973). 
78. Тегешиз [.. Апп. Веу. Рагтасо]. (1978). ш ргезз. 
19. Тегешиз 1., МаШзидт А. Ас{а рВагтасо]. +ох. (КЬВ), 35, 55, Зирр1. 1 (1974). 
80. Тегещиз Г., МаШзибт А. Асйа рпуз1о]. зсапа., 94, 74—81 (1975). 
81. Тезспетасйег Н., Орпет К. Е., Сох В: М., боаяет А. 1ие $с1., 16, 1771— 
1776 (1975). 
82. Уапа Н.-У. Нопа Г. $., Сояа Е. Меигорвагтасоюру, 16, 303—307 (1977). 





«тиг 
ЛИЗЕ 
подс 
МЕ т 
-ЛИЧИ 
В ко 


Тида 
охар 
став]; 



































ЭНКЕФАЛИНЫ И НЕЙРОТЕНЗИН. 
ИММУНОГИСТОХИМИЧЕСКАЯ ЛОКАЛИЗАЦИЯ 
И ИДЕНТИФИКАЦИЯ АМИГДАЛОФУГАЛЬНОГО ТРАКТА 


Дж. ЮЛ, Р. ГУДМЕН, М. КУХАР, С. СНАИДЕР 
(С. В. 5, К. В. боо4тан, М. 7. Киваг, $. Н. Зпудег) 


Значительные успехи в выяснении роли пептидов мозга до- 
<тигнуты благодаря иммуногистохимическому изучению их лока- 
лизации. В этих исследованиях часто удавалось выявить пептидо- 
подобную иммунореактивность внутри нейронных элементов. Кро- 
ме того, изучение регионального картирования обеспечивало уве- 
личивающееся количество деталей, касающихся участков мозга, 
в которых эти пептиды были, вероятно, биологически активными. 

Мы использовали специфические антисыворотки к таким пеп- 
тидам, как лей-энкефалин, мет-энкефалин и нейротензин, хорошо | 
охарактеризованным радиоиммунологическим методом, чтобы со- 
ставить карту распределения этих пептидов в мозгу. 

Опиоидные пентапептиды, мет- и лей-энкефалины [16, 25], 
проявляют, по-видимому, свои нейромедиаторно- и нейромодуля- | 
торноподобные эффекты благодаря взаимодействию с опиатными 
рецепторами мозга (см. обзор [29]). Радиоавтографическая визуа- 
лизация распределения опиатных рецепторов [1—3, 22] и изучение | 
определяемой иммуногистохимически локализации энкефалинов 
([10, 14, 15, 24], а также Юл и др. в печати) показали, что опре- 
деляемые системы энкефалинов распределены по многим участкам 
мозга. В то время как микроскопический анализ флуоресценции 
энкефалинов дает основание думать, что эти пептиды содержатся 
внутри нейронных элементов [10, 24], более макроскопическое 
распределение этой флуоресценции в сочетании ы локализацией 
рецепторов указывает на некоторые возможные локусы, в которых 
опиаты могут взаимодействовать с подходящими системами мозга 
В реализации вызываемых ими эффектов, например анальгезии 













Нейротензин представляет собой биологически активный три- 
декапептид, выделенный из гипоталамуса оо скота 
и охарактеризованный Каррауэем и Лименом [5, 6]. Полученные 
нами данные о наличии специфических мт те 
<вязывания нейротензина в мозгу [27, 28, 32] (см. также [17, 19]) 
Н повышенное содержание этого пептида в сером веществе и си- 
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наптосомной и микросомной субклеточных фракциях [31] дают 
основание рассматривать нейротензин как возможный кандидат в 
нейромедиаторы (нейромодуляторы) мозга [32]. Совсем недавно 
мы обнаружили нейротензиноподобную иммунофлуоресценцию в 
телах нервных клеток, в нервных волокнах и терминалях во мно- 


гих участках мозга [30]. Эти результаты также подтверждают 
медиаторную роль этого пептида. 


Мы приводим здесь результаты изучения нами иммунофлуо- 
ресценции энкефалина и нейротензина в мозгу крысы. В первой 
серии экспериментов мы варьировали продолжительность инкуба- 
ции и дозу колхицина при предварительной обработке [14], с тем 


чтобы подобрать оптимальные условия визуализации пептидсодер- 
жащих тел нейронов. 


\Мы приводим также результаты, полученные методом предва- 
рительной обработки колхицином при детальном выяснении лока- 
лизации энкефалин- и нейротензинсодержащих тел нейронов, во- 
локон и терминалей в продолговатом мозгу, варолиевом мосту и 
среднем мозгу. 

И наконец, мы представляем данные, полученные в экспери- 
ментах с повреждением волокон и показывающие, что энкефалин- 
и нейротензинсодержащие тракты проходят рострально через вент- 
ролатеральные участки концевой полоски. Концевая полоска с0- 
держит главные афферентные проекции миндалевидного ядра, 
оканчивающиеся в гипоталамическом, преоптическом, обонятель- 
ном, септальном и аккумбентном ядрах и в интерстициальном ядре 
концевой полоски [8, 9]. Этот путь вовлечен в различные физио- 
логические функции, включая нейроэндокринную регуляцию [26], 
инициацию судорожной активности [11] и определенные варианты 
агрессивного поведения [20]. Наш интерес к этой системе объяс- 
няется тем, что центральное ядро миндалины, вентролатеральный 
участок концевой полоски и интерстициальное ядро концевой по- 
лоски характеризуются высокой плотностью волокновидных и тер- 
миналевидных структур, обогащенных энкефалином о 
ном [10, 24]. Далее, радиоавтографическим анализом НЕЕ 
значительная плотность опиатных рецепторов в минда р 
жевом ядре концевой полоски [3]. На основании и далине и ло- 
мической дегенерации Де Олмос [9] пришел к ее анато» 
вой отдел вентрального компонента концевой Ека что ое 
из центрального, латерального и базолатерального м ран 

ядер с окончаниями «почти исключительно» в лате алые. 
ложевого ядра концевой полоски (рис. |). Мы ы льном участке 
с повреждением нейронов, с тем чтобы исследован с или опыты 
существования пептидсодержащего тракта в кон ь возможность 
соединяющего эти два участка. цевой полоске, 

Локализация тел нейронов, установленная Е 
цина, результаты осуществленного нами картирова омощью колхи- 
га, а также данные, полученные при изуче ния ствола моз- 


ни 
И повреждений, об- 


Энкефалины и нейротензин 


Рис. 1. Начало, путь и окончание волокон, проходящих через вентролатеральную» 
концевую полоску, определяемые классическими методами дегенерации. Волокна, 
начинающиеся в центральном (ЦЯ), латеральном (ЛЯ), базолатеральном (БлЯ) 
и базомедиальном (БмЯ) миндалевидных ядрах, проходят через вентролатераль- 
ную концевую полоску (КП) и заканчиваются в интерстициальном ядре конце- 
вой полоски (ЯКП) [9]. 


суждаются в свете вопроса: содержатся ли энкефалины первично 
в интернейронах? 


Материалы и методы 


ПОЛУЧЕНИЕ И ХАРАКТЕРИСТИКА АНТИСЫВОРОТОК 


Специфические антисыворотки против мет- и лей-энкефалинов 
получали от кроликов после серии инъекций конъюгатов энкефа- 
линов и гемоцианина, образованных с помощью глутаральдегида, 
как описано ранее [7]. Радиоиммунологический анализ этих сы- 
Вороток выявил пренебрежимо малую перекрестную реактивность 
< большим количеством пептидов, включая а и В-эндорфины. Да- 
Лее, сродство каждой из антисывороток к тому энкефалиновому 
пентапептиду, против которого она была получена, было в 200 раз 

ыше, чем сродство к другому пентапептиду (Чайлдерс и Снайдер, 
данный сборник). 


6—1594 
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Антисыворотка против нейротензина была получена от мор. фноле 
ских свинок, получавших многократные инъекции конъюгата ней. °  далеви 
ротензина и гемоцианина, образованного с помощью карбодиимн. степен 


да, как было описано ранее [31]. В радиоиммунологическом тесте 
сродство этой антисыворотки к нейротензину в 1000 раз превыша. 
ло ее сродство к фрагментам нейротензина или другим исследо- 


КЕ 

ванным пептидам [30]. р Вр 
рафорл 

ПРЕДВАРИТЕЛЬНАЯ ОБРАБОТКА КОЛХИЦИНОМ провод 

ь пользу; 

Вначале флуоресценцию энкефалинов и нейротензина иссле- 1:25, г 
довали в опытах с нормальными крысами Спрэг-Доули весом В — 
100 г. Для улучшения визуализации пептидсодержащих тел ней- к имму 
ронов части крыс вводили колхицин [14]. В предварительных Кэппел. 
экспериментах крысам инъецировали по 10, 25, 50 или 100 мкг скую ф 
колхицина (фирма $1ота) в боковой желудочек мозга в 0,25 мкл вВИчной 
0,9%-ного раствора МаС! в течение 1—2 мин; через 48 ч животных 5 | 
забивали. Для изучения временной зависимости действия колхици- нейроте 
на крыс забивали через 4, 24 и 48 ч после внутрижелудочковой и Клип 
инъекции 50 мкг колхицина. Фронтальные срезы на уровне перед- локализ 
ней комиссуры всех крыс окрашивали флуоресцирующим красите- Зиловых 


лем и затем исследовали иммунофлуоресценцию энкефалинов. 


ИЗУЧЕНИЕ ПОВРЕЖДЕНИЙ 


Электролитическое повреждение миндалеви 
дили с помощью радиочастотного повреждающе 
са (модель 1.М4) и электрода из нержавеющей 
ного, за исключением небольшого отрезка (0,5 


дного ядра прово- 
го устройства Грас- 
стали, изолирован” 
мм) на конце, не- н Спец; 


сколькими слоями распыленного лака. Ток в 8 мА поступал через › Ллей-- 
этот электрод в течение 30 с в участок со стереотаксическими ко- иСследов 
ординатами: вперед 5,5 мм, считая от брегмы; влево 3,7 мм, считая Воротки 
от средней линии; вглубь 7,0 мм, считая от онержности ай ЛУчена 
оболочки головного мозга. Для операции аа и, нестези- подавл. 
рованных фенобарбиталом крыс весом 150—950 г помещенных В яЛ 
стандартный стереотаксический прибор (фирмы Е Кор) Вы- 
живших крыс забивали через 10 суток и иммунофлуо : о Испо 
энкефалинов и нейротензина изучали на Нескольких НЯ ы 
Перерезку концевой полоски проводили На стереота УР кой в. 
приборе — перемещением ножа (М 11) во фронтальной ксич к а на 
по участку с координатами 1,5—5 мм сбоку от ты плоско ы мы и Симо, 
глубине 4,5—5 мм от поверхности мягкой Оболочки < линии а ь нк 
водили на расстоянии примерно 3,5—6 мм кпереди ‚. азрезы про я Желу 
Выживших крыс забивали через 2 и 70 ч после ри ль ушей. Зо `еченао 
стках кпереди и кзади от линии перерезки изучал, _— ив у: | ы МК ие 
ресценцию энкефалинов и нейротензина. Окрашивание И ы ое ао 
илов Ращира 
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( фиолетовым через разрезы концевой полоски и повреж 
=. далевидного ядра обеспечивало гистологическ УЕ . ме ке 
ыы степени повреждения. ую реконструкцию 
Те 
та- 
т ИММУНОГИСТОХИМИЧЕСКОЕ ОКРАШИВАНИЕ 
Криостатные срезы толщиной 16 мкм получали из мозга, пер- 
фузированного забуференным 4%-ным деполимеризованным па- 
раформальдегидом, как было описано ранее [30]. Окрашивание 
проводили в соответствии с ранее описанным методом [30], ис- 
ле. пользуя первичную антиэнкефалиновую сыворотку в разведении 
ом 1:25, первичную антинейротензиновую сыворотку в разведении 
а 1:15—1:20 и конъюгированные с флуоресцеином антитела козы 
и. к иммуноглобулинам кролика и морской свинки (лаборатория 
=. Кэппеля) в разведении |:35—1:50. Контролем на неспецифиче- 
к скую флуоресценцию служили соседние срезы, окрашенные пер- 
вичной антисывороткой, адсорбированной в течение ночи при 
ых 4°С |1 мМ лей-энкефалином, | мМ мет-энкефалином или 0,1 мм 
ИЩИ. нейротензином. Были использованы анатомические атласы Кёнига 
к. и Клиппеля [18 и Палковитса и Якобвитса [21]; анатомической 
ред- 


локализации помогало изучение соседних срезов, окрашенных кре- 


ите- зиловым фиолетовым. 
й 


Результаты 

о СПЕЦИФИЧНОСТЬ ОКРАШИВАНИЯ 

раза 
ван” Специфическая флуоресценция, характерная для меаихефаи 
„ не- на, лей-энкефалина и нейротензина, наблюдаемая во вс > 
ерез исследованиях, подавлялась при предварительной а и 
и К воротки пептидами, против которых данная ай о 
зитая лучена. Однако предварительная адсорбция 0 п у 

тской подавляла пептидоподобной флуоресценции [24, 30]. 

г. ЕСКОЙ 
| ИСПОЛЬЗОВАНИЕ КОЛХИЦИНА ДЛЯ ЕН а 

В ФЛУОРЕСЦЕНЦИИ ПЕРИКАРИОНОВ, СОДЕР 

ии 1 НИЮ 
=. В наших предварительных экспериментах т сея 
веком рае ИЕ = м а весом 100 г, 
костй <Кую энкефалиновую рен С. и колхицина, скончались 
ии 88 В желудочек которых вводили по и чавших. по 10, ОБ жи 
и ПР, о и е 48 ч. Иммуногистохимиче- 
: улей се ОЛхиЩина, ВЫОВИВАи = но наиболее интенсивное 
уу, око Окрашивание на энкефалие в ейронов) крыс, получавших 
В Ус окрашивание перикарионов (тел Н р 
фм | 6 
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50 мкг колхицина. Перикарионы были четко прокрашены такдь 
у крыс, получивших 25 мкг колхицина и менее хорошо очерчены 
крыс, получавших 10 мкг колхицина (Юл, Кухар и Снайдер, нес. 
публикованные данные). Во второй серии предварительных экець. 
риментов окрашивание также было более интенсивным у крыс 
получавших 50 мкг колхицина за 48 ч до забоя, чем у крыс, полу. 
чавших колхицин за 24 ч до забоя. У крыс, забитых через 4, 
после инъекции колхицина, отмечено только некоторое разбухание 
флуоресцирующих волокон или терминалей по сравнению с нзоб. 
работанными крысами весом 100 г. 

Исходя из этих результатов и учитывая при этом, что введени. 
ем в желудочек колхицина можно выявить тела нейронов, распо- 
ложенных каудально, в области орех, в дальнейших исследованиях 
для улучшения визуализации пептидсодержащих тел нейронов МЫ 


вводили 50 мкг колхицина в 25 мкл 0,9%-ного раствора МаС| за 
48 ч до перфузии мозга. 
































ЭКСПЕРИМЕНТЫ С ПОВРЕЖДЕНИЕМ, 
УКАЗЫВАЮЩИЕ НА СУЩЕСТВОВАНИЕ ПЕПТИДСОДЕРЖАЩЕГО 
АМИГДАЛОФУГАЛЬНОГО ПУТИ 





Девять животных с электролитическими повреждениями ядер 
миндалин были охарактеризованы по степени повреждения, имму- 
нофлуоресценции энкефалина и иммунофлуоресценции нейротен- 


зина. У четырех крыс, у которых унилатеральное повреждение 
захватывало большую часть 


центрального ядра миндалины , Рис. 2 
(рис. 2), содержание иммунореактивных энкефалинов и нейротен- дящие ( 
зина в вентролатеральной концевой полоске на поврежденной 
<тороне было значительно ниже, чем на неповрежденной стороне 
(рис. 3, А, Б) (Юл, Кухар, Снайдер, готовится к печати: Юл_Снай- возмо 
дер, готовится к печати). Эти удивительные данные находятся В Зинсо 
противоречии с тем фактом, что у других 5 к а я т д. 
врежденная зона сходного разме р вор Ол 


ра обходит 0 Ц 

е я и 
миндалины (рис. 3, В), влияния на флуоресценщие я ре я 
стинки не о Эти контрольные повреждения вызывают аи 
повреждение базолатерального, базомедиального го ль! 
ядер миндалины, гиппокампа и ругЙогт согех о ба 
вится к печати). Исследование ипсилатеральног ли др., Г з ы Вой | 
ного ядра концевой полоски крыс с повреждены о интерстициа ы резку 
ядра миндалины выявляет более умеренное сн ием центральног и 70 
ции энкефалинов и нейротензина ижение флуоресцен- 


я 

Е Эти м Этм 
а. @ 
руживаются ипсилатерально к поврежденные изменения не обна- Ве Че 


ей 

центрального ядра, или контрлатерально к ее затрагивающим Кот 
тывающим центральное ядро миндалины реждениям, захва- ранен 
Результаты, полученные при  Повреждени рые п 

длительно указывают на возможность ед миндалины, убе- знкой 
содержащего тракта в концевой полоске, Как офугального а | фа ое 
ко мы получили ж.УОрес 
аето < 

С 
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Рис, 9. Типичные электролитические повреждения, разрушающие (Ах9) и обхо- 
дящие (Ах5) центральное ядро миндалины. Диаграммы по [18]. 


возможность визуализировать энкефалинсодержащие и нейротен- 
зинсодержащие тела нейронов, мы показали, что они локализованы 
не только в центральном миндалевидном участке, но и в интерсти- 
циальном ядре концевой полоски (рис. 4) (Юл и др., готовится к 
печати). Результаты повреждений ядра миндалины можно, следо- 
вательно, объяснить, исходя из ретроградной дегенерации амигда- 
лопетальных волокон, которые, как известно, содержатся в кон- 
цевой полоске [8]. В связи с этим мы исследовали влияние пе- 
Ререзки концевой полоски на флуоресценцию последней через 2 
и 70 ч после операции. Через 9 ч после перерезки в этом тракте 
отмечены лишь слабые изменения флуоресценции энкефалинов и 
Нейротензина. Через 70 ч после перерезки обнаруживается на- 
копление флуоресцентного материала в вентролатеральном квад- 
ранте полоски кзади от линии перерезки, выражающееся в более 
к флуоресценции внутри разбухших энкефалин- и нейротен- 

нсодержащих волокон (рис. 3,Г). Кпереди от линии перерезки 

Луоресценция, соответствующая обоим пептидам, заметно сни- 

ается. Далее, не обнаруживается никаких изменений во флуо- 


85 







А3 490 мкм 
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Рис. 3. А, Б. Микрофотог и 

НО ров Е ити Унофлуоресценции 
р й нцевой полоске (КП) и внутренней энкефалина в вентрола- 
Б — ипсилатерально к электролитическому ‘повре) И капсуле (ВК). А — норма. 
ральное ядро миндалины. реждению, разрушающему цент- 


ресценции в концевой полоске крыс, кот 
ние сходных размеров в участке, прилежан 
щем этого тракта (Юл, Кухар и Снайде м, но не затрагиваю- 
Незначительное уменьшение флуоресцен р, готовится к аи). 
тензина, наблюдаемое после перерезки энкефалинов и нейро- 
полоску, и в этом случае обна › ПОВ 

ядре концевой полоски. 


Рым нанесено поврежде- 


ет 





и нейротензин 


Рис, 3. В. И 

бо псилатерально к электролитическому повреждению, обходящему 

КОНВОЙ е ядро миндалины. Г. Ипсилатерально и кзади от участка перерезки 

та полоски. Би В. 10 дней выживания. Г. 2 ДНЯ выживания. Аналогичные 
ты получены для нейротензина. Масштабная черточка — 25 мкм. 


КАРТИРОВАНИЕ ФЛУОРЕСЦЕНЦИИ ЭНКЕФАЛИНОВ 
И НЕЙРОТЕНЗИНА В СТВОЛЕ МОЗГА 


вание иммунореактивных по 


т - недавно закончили картиро 
нкефалину, лей-энкефалину и нейротензину волокон, тел ней- 


роно С 
а, и терминалей в стволе мозга крысы (Юл, Гудман, Кухар и 
дер, готовится к печати). В общих чертах, распределение им- 
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89 
мунореактивности по мет- и лей-энкефалину имеет много общего 
Обнаруживается значительное перекрывание в распределении эн. 


кефалинов и нейротензина, хотя наблюдаются и существен 
различия в распределении этих пептидов. : 

Недавно была обнаружена связь мет-содержащих систем с но- 
цицептивными системами [15]. В более ранних работах [24, 28 
30, 32], а также в исследованиях, проводимых в настоящее время, 
мы получили аналогичные результаты для мет- и лей-энкефалинов 
с интересными параллелями в отношении нейротензина. Иммуно- 
реактивные по энкефалинам и нейротензину тела нейронов обна- 
ружены в областях, участвующих в передаче или модуляции бо- 
левой информации, таких, как пис‹еиз саидаИз спинального тракта 
тройничного нерва и периакведуктальное серое вещество, особенно 
его вентральная часть (рис. 5, 6, 10, 11). Кроме того, установлено, 
что окрашиваемые на энкефалин перикарионы расположены на 
транице или даже внутри пиеиз гарбё таспиз, которое служит, 
возможно, промежуточным пунктом в нисходящей модуляции 
спинальной болевой информации (рис. 7). Плотность энкефалин- 
положительных перикарионов в периакведуктальном сером веще- 
стве и вблизи от гарНё таспиь заметно выше, чем плотность эн- 
кефалин-положительных волокон и терминалей. Возможное значе- 
ние этих наблюдений мы рассмотрим ниже. 

Реже появляются работы, в которых подчеркивается, что связь 
энкефалин-положительных тел нейронов с «классическими» ноци- 
цептивными системами ‘является их связью и с некоторыми ком- 
понентами слуховой системы [7, 9, 12]. Энкефалинсодержащие 
клетки видны наряду с умеренной плотной волокноподобной и 
терминалеподобной флуоресценцией в дорсальном ядре улитково- 
то нерва и вдоль медиальной части наружной петли среднего мозга 
(рис. 7, 9). Они видны также в низшем бугорке и в областях па- 
раоливового ядра и медиального колена вместе с редкими волокно- ^ 
подобными и терминалеподобными структурами. . : 

В зоне «желатинозного вещества» (зибз{апНа сейаНпоза) и 
Дального ядра тройничного нерва обнаруживается яркии а 
тонкого различия в локализации нейротензиновой и энкефали ь 
ИММу. 7 ‚Би 6). Тогда как энкефалины рас 

унофлуоресценции (рис ЧР этого ядра 
Пределены преимущественно в латеральной о Е атотся в но 
чейротензинсодержащие волокна И АЕ. 

Правлении медиального края желатинозного вещ . 


Й гих участ- 
Вж стве тройничного нерва и в дру 
- и сущ й е многочисленных групп энке- 


ах мы подтвердили существовани 
: у ‚ крыс, получавших предвари- 
и 4. Микрофотографии иммунофлуоресценции у кр ча (8). в цент. 


Й энке 
а колхицин. ‘Флуоресценция нейротензина, (2 и дадоидных О 
р (ЦЯ) и дорсальном латеральном ном ядре ковие- 


я Мей В энкефалина (Г) в а 
ВОЙ ротензина ( ) и т В 
% Е (ЯКП) ‘и хвостатого ядра/скорлупы (Яс) 
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Рис. 5. Иммунофлуоресценция энкефалина в перекресте пирамид. Сокращения: и 
КЯ — клиновидное ядро; ПП — перекрест пирамид; КП — клиновидный пучок; нерва. 

НП — нежный пучок; НЯ — нежное ядро; ВБЯ — внешнее базилярное ядро Кад- И 
жала; КЯ — комиссуральное ядро; ДРЯ — дорсальное медуллярное ретикулярное МТ. 
ядро; ВРЯ — вентральное медуллярное ретикулярное ядро; ЯТН — ядро спиналь- [м 

ного тракта тройничного нерва; ГЯ — гипоглосбальное ядро; НМН — нижняя нож ы 
мозжечковая ножка; ЛРЯ — латеральное ретикулярное ядро; $=ТН — зибзфапйа мезэнц 
се]аН поза тройничного нерва; СТТН — спинальный тракт тройничного нерва. ВАНОГО 
Уровень соответствует Р8 (см. [21]. флуоре 


Рис. 6. Иммунофлуоресценция 
нейротензина в перекрестке пи- 
рамид. Обозначения интенсив- 
ности флуоресценции, сокраще- 
ния и уровень те же, что и на 
рис. 5. 









Рис. 7. Иммунофлуоресценция энкефалина на уровне гарве тавпиз. Сокращения: 


ДЯУ — дорзальное ядро улиткового нерва; МИП — медиал й и пу- р 

чок; МП — медиальная петля; ЯОП — ядро одиночного А Е а лох 9. т 

нального тракта тройничного нерва; ЯЛН — ядро лицевого не а г — ядро сп : Дол ого я 

ВМН — верхняя мозжечковая ножка; МЕМ — писец гарве рва; П — пирамида; пеленый 
1 гантоклеточное ретикулярное ядро; МРз — пифенз  рагазо 8 Пети | Вии; М 
| рагуосеЙаг гейсшШаг; СТТН — спинальный тракт  тройничной ту; МРЕ — писеи$ я 

диальное вестибулярное ядро; СВЯ — спинальное о нерва; МВЯ — ме- < 
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ет Р 5.0 по [21]. Обозначения интенсивности флуоросдоно РоВеНЬ соответству- 
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Рис. 8. Иммунофлуоресценция энкефалина на уровне вхождения 

нерва. Сокращения: ТТ — трапецеидальное тело; ЯТТ — ядро трапецеидального 
тела; 1.С — 10сиз соегшеи$; МП — медиальная петля; ГЯТН — главное ядро трой- 
ничного нерва; ЯМТН — ядро мезэнцефалического тракта тройничного нерва; 
МЯТН — моторное ядро тройничного нерва; П — пирамида; ВНМ — верхняя 
ножка мозжечка; КРЯМ — каудальное ретикулярное ядро мозжечка; МТТН — 
мезэнцефалический тракт тройничного нерва; СТТН — спинальный тракт трой- 
ничного нерва. Уровень соответствует Р 2,3 по [21]. Обозначения интенсивности 
флуоресценции те же, что и на рис. 5. 
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Рис. 10. Иммунофлуоресценция энкефалина на уровне межножкового узла. Со- 
кращения: ПНБ — плечо нижнего бугорка; НМ — ножка мозга; СВБ — спайка 
верхнего бугорка; ИЯ — интерпедункулярное ядро; МП — медиальная петля; 
МО — писец оссиотофог; КлЯ — клинообразное ядро; КрЯ — красное ядро; 
ВБ — верхний бугорок; ЦСВ — центральное серое вещество; ГСВ — глубинное 
серое вещество верхнего бугорка; ЭМГ. — зиб${апНа шота 1а1егаНз; $МК — $10 
ЗапЧа п!юга гейсийаг!$; ТТ — тектоспинальный тракт. 


Уровень соответству“ 
ет А 1,4 по [21]. Обозначения интенсивности флуоресценции те же, что и На 
рис. 5. 


фалинсодержащих клеток ствола мозга, на которые ссылаются 
Хёкфельт и др. [14]. Мы обнаружили, кроме того, тела клеток В 
некоторых участках мозга, о которых ранее не сообщалось. Плот- 
ная группа клеток, реактивных по лей- и мет-энкефалину, обнару- 
жена в пучке, обходящем медиальную часть дорсального ядра 
Гуддена (рис. 8 и 9). Энкефалин-положительные клетки обнару- 
живаются также в медиальнои части интерпедункулярного ядра 
(рис. 10). Выше мы уже упоминали клетки в нижнем бугорке, не 
отмеченные Хёкфельтом и Др. В целом, однако, степень совпадения 
результатов, полученных в нашей лаборатории, и результатов: 
Хёкфельта и др. значительно превышает расхождение этих ре- 
зультатов. 


Обсуждение 


` 
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ПВВ— Флуоресценция энкефалина на уровне медиального колена. Сокращения: 
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соседних контрольных срезов позволяет 


окрашивания специфически промечивает энкефалины и Нейротен. 
зин в срезах ткани. Ни радиоиммунологический анализ ИСПОЛЬЗО. 
ванных сывороток, ни контроли с предварительной адсорбцией не 
позволяют, однако, полностью исключить возможность перекрест. 
ной реактивности с родственными антигенами [23]. Каждая из 
энкефалиновых антисывороток, использованных в наших исследо. 
ваниях, обнаруживает некоторую перекрестную реактивность с 
другим энкефалиновым пентапептидом в радиоиммунологическом 
тесте. Трудно определить степень, в которой эта слабая перекрест. 
чая реактивность влияет на иммуногистохимические результаты, 
‘но можно думать, что каждая антисыворотка способна окрашивать 
и мет-, и лей-энкефалиновые пептиды. 

Исследовав время, необходимое для возникновения флуорес- 
ценции в ответ на предварительную обработку КОЛхХицЦином, МЫ ВЫ- 
‘брали условия, аналогичные тем, которые использовали Хёк- 
фельт и др. [14]; и они, и мы исследовали срезы через 48 ч после 
введения колхицина. Однако оптимальная визуализация тел ней- 
ронов наблюдалась при инъекции в желудочек 50 мкг колхицина, 
и этой дозе мы отдали предпочтение перед дозой 10—25 мкг, ис- 
пользованной Хёкфельтом и др. [14]. 

Сведения о том, что энкефалины част 
нейронах некоторых участков мозга, по 
данными: 1) сходной локализацией определяемых радиоавтографи- 

чески опиатных рецепторов и энкефалиновой флуоресценцией в 
мозгу [24], 2) общим параллелизмом между плотностью энкефа- 
линсодержащих тел нейронов и волокно-, и терминалеподобных 
флуоресцирующих структур ([14], Юл и др., готовится к печати) 


и 3) отсутствием изменений в характере флуоресценцья новой, 
о ое [18] или спинном мозгу обезьян (Ла Мотте, 
Юл, Кухар и Снайдер, в печати) ‘после перерезки задних корешков 
или рассечения спинного мозга. 


Многие из описанных здесь результатов картирования или по- 
р проецировании по крайней 
мере некоторых энкефалиновых нейронов. Как указывалось выше, 
в некоторых участках ствола мозга, таких, ка 
<ерое вещество, обнаруживастся выраженная 
высокой флуоресценцией тел нейронов и отн 
локно- и терминалеподобной флуоресценцией. вы ео 
ложенных вблизи от пи еиз ат низ, обнаружив астках, р за 
обширная сеть волокон И терминалей без ВИДИМ ется, нао рая 
положительных тел нейронов. Эти Результаты вай энкефал 3 

существовании энкефалинсодержащих нровкный ито 
тального серого вещества и проекций в писецз м периакведу ь 
исключено, что использованный нами и о 16 из, хотя ин 
выявить определенные тела нейронов. дает возможности | 
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Энкефалины и нейротензин 95. 
даже более веские доводы в пользу существования они 
в длинных трактах мозга, в которых отростки исходят : В 
нейронов в центральном миндалевидном ядре и которые п о 
затем через вентролатеральную область концевой полоски в а 
стояния в несколько миллиметров. Отсутствие существенного гы 
жения флуоресценции нейротензина и энкефалина в интерстициаль- 
ном ядре концевой полоски после повреждения концевой полоски 
может быть объяснено двумя путями. Тракт из центральной об- 
ласти миндалины может обеспечивать лишь малую часть волокно- 
и терминалеподобной флуоресценции в интерстициальном ядре 
концевой полоски. В этом случае главная часть энкефалиновых и 
нейротензиновых терминалей в этой области может принадлежать. 
интернейронам, тела которых находятся в той же самой структуре. 
Если это так, то мы не вправе ожидать подавления большей части 
флуоресценции в этом участке при дистальном повреждении. 
С другой стороны, тракт, о котором шла речь, может оканчиваться 
в каком-либо другом участке. Неудача наших попыток обнаружить 
связанные с повреждением изменения во флуоресценции энкефа- 
линов и нейротензина в какой-либо одной из других классических 
зон терминации концевой полоски говорит, однако, против второго 
предположения. Несмотря на эти обстоятельства, затрудняющие 
интерпретацию полученных данных, мы все же думаем, что рас- 
смотренная пептидсодержащая система представляет собой, как 
нам известно, первый энкефалин- или нейротензин-содержащий 
тракт, обнаруженный в мозту, свидетельствующий о том, что не 
все энкефалины содержатся в интернейронах. 

Многие места локализации энкефалинов в стволе мозга пред- 
ставляют собой анатомические участки, играющие определенную 
роль в модулируемых опиатами функциях. В качестве а 
можно сослаться на рассматриваемые в других работах [4, 15, | 
Участки взаимодействия с болевыми и респираторными системами. 
Функциональная роль других энкефалинсодержащих И: 
ти всех нейротензинсодержащих систем остается Невыяс+ . 
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ЛОКАЛИЗАЦИЯ В КЛЕТКЕ, ЭЛЕКТРОФИЗИОЛ 

ОГИЧ 

И ПОВЕДЕНЧЕСКИЕ ЭФФЕКТЫ я 





Ф. Е. БЛЮМ, Дж. РОССЬЕ, Е. Л. Ф БАТТЕН 
С ‚ Е. Л. Ф. БЕРГ, А. 
Е. ФРЕНЧ, С. Дж. ХЕНРИКСЕН, Г. р. СИГГИНС, Д СЕРА 
Р. БРАУН, Н. ЛИНГ, Р. ГУИЛЛЕМИН 


(Е. Е. В!оот, 1. Воззег, Е. 1. Е. Ван Ы 
Е. Егепсй, $. 1. Непыкзеп, ©. Р. Ва, Бут, 
В. Вгоуте, М. Апр, В. @иШешит) : 


Введение 


Всего два года назад была идентифицирована первая пара 
эндогенных опиоидных пептидов — мет-энкефалин и лейз-энкефа- 
лин [20, 21], причем оказалось, что их структура полностью или 
частично содержится в гормоне гипофиза, В-липотропине, амино- 
кислотная последовательность которого была уже установлена. 
Вскоре после этого в экстрактах мозга и гипофиза были обнару- 
жены еще три фрагмента В-липотропина (В-ЛИГ) [4, 7, 26, 27], 
и было показано, что они также обладают опиоидной активностью. 
Это: о-эндорфин (ВЛПГе-), \-эндорфин (В-ЛПГы-т) и В-эн- 
дорфин, или С-фрагмент (В-ЛИГе!-о1). В той бурной деятельности, 
которая последовала за выделением и синтезом этих пептидов, 
наши попытки были направлены главным образом на выяснение 
следующих вопросов: где запасается В-эндорфин в мозгу [2, 34] 
и гипофизе [1] и возможны ли различия в рецепторных свойствах 
структур, реагирующих на энкефалины и эндорфины на клеточном 
[12, 32], многоклеточном [17] и поведенческом [3, 24, 35] уровнях. 
И наконец, мы стремились решить «заезженный» вопрос о ыы 
мосвязи клеток, содержащих эндорфины, энкефалины и ыы . 
пептидные гормоны. В этом обзоре мы О 2 
Успехах», достигнутых на сегодняшний день в нашей лаборатор 
по каждому из этих направлений. 


Иммунохимические исследования 


ы имеют одинаковую М-кон- 


В е пептид 
Е иди м фрагментом В-ЛПГ. Хотя 


ЦеВую последовательность с С-концевы Е ами свойствами в 
Каждый из этих пептидов обладает А р 
еско зуемых для 

< маи 7, 13, 56, 27, 36, 38, 46], ни 


ИЯ связ 
ывания с рецепторами . нки любого из 
ЭДНа из этих а не обеспечивает прямой оце 


вании имму- 
. Х пептидов. Согласно ряду данных при ра не удается 
ологических тестов на энкефалины В экстра 
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выявить более крупные опиоидные пептиды, ‘хотя другие авто Ы 


же 
использовавшие опыты с замещением, высказали предположень ре 
что энкефалины, возможно, являются всего лишь продуктами рас. вают, Ч 
пада эндорфинов [13]. термед! 
Для разрешения этой проблемы мы разработали специфиче. соответ 
скую антисыворотку, способную отличать энкефалиновые пентапеп. АКТГ. 
тиды от а- до В-эндорфинов [14]. (п, а 
Специфичность теста: при использованном нами радиоиммуно- энкефа. 
логическом тесте (РИТ) на а- и В-эндофины не наблюдается ни. лишь В 
какой перекрестной реактивности соответственно с В- и а-эндорфи- ностью 
нами и не выявляется никаких энкефалинов. Более подробно об 


этом сказано в соответствующей статье [14]. 
РИТ на энкефалины также более подробно описан в другой 

статье [24]; в этом тесте 16 пг лейцин-энкефалина (иммуногенный 
пептид) вызывают 504ф-ное замещение связанного меченого пеп- 
тида (сыворотка в разведении 1/4900), причем ни а-, ни В-эндор- 
фин не обнаруживают перекрестной реактивности. Однако парал- АЕ 
лельное замещение меченого лейцин-энкефалина получено также 
с метионин-энкефалином при значительном (в 30 раз) молярном 





Е | Целый | 
избытке последнего. Из-за наличия такой перекрестной реактив- Аденот: 
ности и отсутствия хорошо разработанных тонких методов, осно- Рагз пе 
ванных на радиоиммунологических тестах, высокоспецифических В Мозг 
отношении пентапептидов или на цианогенбромидной деградации Мл 
С-концевого метионина для дискриминации двух пентапептидов, ет 
результаты, полученные с помощью использованных нами тестов ерегор 
могут быть обусловлены любым из пентапептидов. Средни? 

Однако, поскольку соотношение лей-энкефалин: мет-энкефалин остны} 
в разных отделах мозга [46] и у разных видов [13, 21, 36—88 Е 
различно, пока еще нельзя, исходя из результатов РИТ с антите- ке 
лами против лей-энкефалина, сделать вывода о точном количестве Мозжеч 
каждого пентапептида. Поэтому, чтобы избежать путаницы При 
определении концентрации пентапептидов, 'мы к ыражать 
результаты этих РИТ в произвольных энкефальцоь ив и ы 
затем, исходя из этих значений и предполагая, что эт и дор 
материал представлен либо мет-энкефалином ий есь реакт 2. м Финс 
ном, экстраполировать молярное содержание л м Я оЩЬЮ | 
Если мозг крысы не содержит мет-энкеф юбого энкефалин“: ТОмМии 
. фалиновая единица (1 ед. энк) алина ы 
ин Зг 
лей-энкефалина). Если мозг крыс. м. соответствовать ри Нальк р 
содержит только мет-энкефалин, то | ед реа: лей-энкефалина, 2 держ х 
мет-энкефалина. В результате необх ры нк соответствует 30 н При 5 а: 
зультаты в общих энкефалиновых «едини сти выражать наши Ре“ и зад Ом 
в содержании мет-энкефалина пройдут а слабые изменения { Таетоней 
увеличение содержания лей-энкефалина м замеченными, а слабое | тио ян 
Выявляемый РИТ эндорфиновый и ЕЕ быть преувеличены: их Физе 
гипофизе крыс. Как уже сообщалось [1 ое Фалиновый материал в “дер: 
› 26, 27], в гипофизе крыс, тер, Карс 
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так же как и в гипофизе мышей, кош 
ноцитохимические радиоиммунологические 
вают, что @- и В-эндорфин обнаружи 
термедиальной доли и в изолирован 
соответствующих клеткам, реактивны 
АКТГ. Ни а-, ни В-эндорфин не обна 
([1], а также данные, готовящиеся к 
энкефалиновых РИТ иммунореактивн 
лишь в интермедиальной доле и задн 
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ек, свиней и лягушек, имму- 

исследования показы- 
ваются в каждой клетке ин- 
ных клетках аденогипофиза, 
м к антисыворотке против 
руживается в нейрогипофизе 
печати). При использовании 
ый материал обнаруживается 
ем гипофизе, но почти пол- 





ностью отсутствует в заднем гипофизе (табл. 1). 


Распределение опиоидных пептидов в гипофизе и мозгу 


Таблица 1 





Содержание Содержание 








Участки гипофиза 


Целый гипофиз 
Аденогипофиз : : 
Рагз пегуоза--рагз иЁегте а 


Мозг 


Целый мозг 
Гипоталамус 
Перегородка 
Средний мозг 
Костный мозг-+ варолиев мост 
Полосатое тело 
Гиппокамп 
ора 
Мозжечок ‹ 


Дорфином и энкефалином в мозгу 


Е к ЕЕ БОЕ РО ИВ 


-ЭН- 
В дальнейших исследованиях взаимоотношения между В 











В-эндорфина энкефалина 
нг/мг ткани 10-3 ед. энк/мг 
ткани 
269-20 (11) 73-4 (6) 
1289 (3) 3,7-0,7 (3) 
1500-=600 (3) 740-47 (3) 
нг/мг ткани ед. энк/г ткани 
1808 (10) 25-2 (6) 
490-30 (5) 1207 (6) 
234-34 (3) 85-7 (6) 
207- 14 (5) 32-1 (6) 
179-5 (5) 304 (6) 
Нет 11211 (6) 
» 131 (6) 
» 15-2 (6) 
» 5-1 (6) 


И гипофизе оценивали с по- 


мощью РИТ после продолжительной оО ПА 
Эктомии. Ни одна из этих обработок не я а 
Личества В-эндорфиноподобного И оактЯ нь 
мозгу, рассматриваемого как истинный же р Е ыы 
Налэктомии наблюдается соответствующее а те 
‘держания В-эндорфина и энкефалина в ад а 
при этом воздействии содержание ая ре 
и задней доле также увеличивается, а содержа И 5Ы 
тается неизменным. Эти данные показывают, ты 
пофизе В-эндорфина и энкефалина регулирует 


одержания в мозгу. а 
те, Чактеристика В-эндорфинопо 


ла. РИТ, используемый для и 
7* 


обного иммунореактивного ма- 
змерения В-эндорфина, специ- 
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фичен к участку Геи"-Н!$?7 его молекулы [14]. Эта антисыворотка 
связывает в эквимолярном отношении В-эндорфин, В-ЛПГ и про. 
гормон с мол. массой 31000 дальтон (31К-предшественник), кото. 
рый выделен из клеток опухоли гипофиза и содержит, как показа. 
но, и АКТГ, и В-ЛПГ [29]. В связи с этим были предприняты 
попытки разделить иммунореактивные В-эндорфиноподобные ком. 
поненты с помощью гель-фильтрации. Экстракты мозга пропуска. 
ли через колонку с биогелем РбО и элюировали 4 М гуанидином, 
В результате с помощью РИТ на В-эндорфин было получено 2 пика 
иммунореактивности. Один пик в точности совпадает с положением 
меченного радиоактивным изотопом синтетического В-эндорфина, 
а второй пик (включающий в себя до 37% общего В-эндорфино- 
подобного иммунореактивного материала) элюируется в широкой 
зоне, соответствующей материалу с более высокой мол. массой 
(10—30000), который не совпадает точно с профилем элюции ни 
В-ЛПГ, ни прогормона с мол. массой 31 000. Кроме того, В-эндор- 
финоподобное иммунореактивное вещество, соответствующее ме 
ченому В-эндорфину, (63% общего иммунореактивного материала) 
четко отделяется от пика энкефалина, обнаруживаемого с по- 
мощью радиоиммунологического теста на энкефалин. 

Полосатое тело и кора мозга, мозжечка и гиппокампа харак- 
теризуются значительным содержанием веществ с более высокой 
молекулярной массой (табл. 1). В гипоталамусе, перегородке, ва- 
ролиевом мосту, продолговатом и среднем мозгу фракция общего 
В-эндорфиноподобного иммунореактивного материала, образован- 
ная соединениями более высокой молекулярной массы, оказывается 
значительно меньше. Следовательно, материал, присутствующий в 
экстрактах мозга из некортикальных Участков, скорее всего иден- 
тичен В-эндорфину. Однако значения, 


полученные при радиоимму- 
нологических определениях В-эндорфина в экстрактах полосатого 


тела и кортикальных участков, оказываются обусловленными пока 


еще не охарактеризованными перекрестно Реагирующими более 
крупными молекулами, которые, возможно 
, 


быть, и нет) либо В-ЛПГ [25], либо общим 3 
АКТГ и вВ-ЛПГ. Более того, при иммуноцитохимическом анализе 
некоторые из наших антисывороток 
КВ 263-11/76) могут окрашивать зиров , 

‚ особенно в кортикальных участках (коры аа ры я 
мозжечка). С помощью радиоиммунологического там оп- 
ределили степень перекрестной реактивности го анализа мы -2 
ным миелиновым белком (мол. масса 18 500) чищенным ооноР” 
равной 0,001% при расчете в молярных ра оказала", 
думать, что в экстрактах мозга, используемых нтрациях. мог 
ления В-эндорфина, содержатся большие ма для оиреле- 
миелинового белка. Эти молекулы, следователь чества основного | 
другим возможным источником перекрестно лы могут служить 
большей молекулярной массы, отделяемых ирующих молекул 


тель-Фильтрацией. 


М А 


миелини 








Со‘ 
мозга. 
исслед 
на нес 
чества 
мусе И 
экстра 
тое яд 
покамг 
В-эндо] 
энкефа 
автора 
радиои 
участк! 
то выя! 
этих ДЕ 
промеж 
Гистохь 
волоко} 
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Содержание В-эндорфина и энкефалина в различных участках 
нозга. Когда в значения, полученные при радиоиммунологическом 
исследовании экстрактов всех участков мозга, вводят поправку 
на неохарактеризованный, высокомолекулярный материал, коли- 
чества В-эндорфина, обнаруживаемые в целом мозгу. в гипотала- 
мусе и среднем мозгу, оказываются значительными. Однако в 
экстрактах богатого энкефалином неостриатума (скорлупа/хвоста- 
тое ядро — бледный шар) или в коре мозга, мозжечка или гип- 
покампа никакого материала, соответствующего специфическому 
В-эндорфиновому компоненту, не обнаружено. Высокое содержание 
энкефалина в этих последних участках было установлено другими 
авторами [9, 13, 19, 21, 37, 46] и нашло подтверждение в наших 
радиоиммунологических тестах на энкефалин. Когда одни и те же 
участки анализируют на содержание В-эндорфина и энкефалина, 
то выявляются четкие независимые вариации от участка к участку 
этих двух классов опиоидных пептидов. Далее, при рассечении 
промежуточного мозга в соответствии с распределением иммуно- 
гистохимически обнаруживаемых В-эндорфиновых нейронов и 
волокон (см. ниже) соотношение межлу значениями В-эндорфина 
и энкефалина варьирует от 1,6 в гипоталамусе до 9,1 в периакве- 
дуктальном таламусе (табл. 2). Кроме того, бледный шар и хво- 


Таблица 2 


Распределение опиоидных пептидов в промежуточном мозге!) 

















Вес Содержание Содержание Отношение 
ткани, В-эндорфина энкефалина В-энд/энк 
мг (В-энд), нг/Г (энк), ед. энк/г 
Таламус 55 329- 19 36-5 9,1 
Дорсальная преоптическая 
а область р 35 742 156 140-22 5,2 
ентральная преоптическая 
область : 57 987-Е 127 260-31 3,8 
Гипоталамус 31 217+ 32 134-17 1,6 


р] 
') Данные представлены как средние значения средняя ошибка для Я 28 
ваорый был рассечен на квадранты промежуточного мозга, как описано в дру 


статое ядро, содержащие большое количество выявляемых имму- 
Ногистохимических энкефалиновых волокон, практически не а 
Жат В-эндорфина (табл. 1). Следовательно, эти данные убеди- 
а говорят о том, что В-эндорфин и энкефалин обнаруживают- 
Я в мозгу в личных нейронных системах. 

ы аня и фиксации ткани. Как показано 6бо- 
Пее детально в других работах, методы стабилизации о: 
Мозга после наступления смерти и экстрагирование их для 
Являются критическими этапами при их количественное опреде- 
ении (см. также работы [6, 46]). Используя описанные выше 
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РИТ, мы оценили различные методы стабилизации н экстрагиро. 
вания тканей. Как уже показано другими авторами [31], энкефо. 


лины оказываются очень нестабильными в гомогенатах ткан 
в плазме; В-эндорфин же, наоборот, весьма стабилен в плазме Крыс 
и не претерпевает заметной деградации в сыворотке, разведенной 
1:10 и инкубированной более 30 мин при 37°С [33]. Аналогично 
повторными пункциями спинномозговой жидкости т \10 у сво. 
бодно перемещающихся макаков-резусов после инъекции В-эндор- 
фина в желудочек мозга выявляется низкая скорость исчезновения 
пептида — около 50% в час (Оммайя, Блюм, Росье и Гуиллемин, 
неопубликованные данные). Однако при инкубации с гомогенатом 
мозга В-эндорфин исчезает быстрее; при инкубации | мкг синте- 
‘тического пептида с 40 мг гомогената мозга при 37 °С время полу- 
жизни В-эндорфина составляет примерно 4 мин. Исчезновение 
`В-эндорфина сопровождается одновременным появлением а-эндор- 
‹фина [33]. 

Для инактивации пептидаз, к которым чувствительны энке- 

‘фалины и В-эндорфин, мы сравнили температурную инактивацию 
при микроволновом облучении (1330 В, 45 Гц. Сепега! Ме4ка! 
Епртеегша Согр., РеаБо4у, МА) с прямым погружением "в нагре- 
тый раствор, используемый для экстрагирования. Предварительные 
сравнения показали, что наиболее эффективное экстрагирование 
достигается при использовании 1,0 н. уксусной кислоты (полная 
экстракция добавленного В-эндорфина) и что этот раствор имеет 
преимущества и при экстрагировании энкефалинов. Мы обнару- 
жили, что забой животных путем микроволнового облучения в на- 
шем случае не обеспечивает хорошей воспроизводимости от жи- 
вотного к животному, не обеспечивает он и генерализованной тер- 
моинактивации пептидаз вдоль всего участка, выбранного нами 
для анализа. Так, при использовании крыс весом боле 100 г 
оказывается трудно облучать гипофиз и мозжечок, не разрушая 
при этом промежуточного мозга. Однако мы учитывали следующие 
обстоятельства: во-первых, пептиды становятся чувствительными 
к расщеплению пептидазами только после гомогенизации ткани И, 
во-вторых, пептиды термостабильны, тогда как активность пепти- 
даз обнаруживает различную степень термолабильности. Следо- 
вательно, подвергнув кипячению целый мозг или интактные выре- 
занные участки мозга, можно инактивировать пепгидазы и уже 
потом осуществлять гомогенизацию и экстрагирование. 

В связи с этим мы заключили, что для этих определений пред- 
почтение следует отдавать кипячению. В настоящее время исполь- 
зуется следующий метод, Животных забивают 
быстро вынимают, разделяют на несколько кусочков и помещают 
в стеклянную тест-пробирку, м: 16 мл 1 н. уксусной 
кислоты, предварительно прогретой до С на кипящей водяной 
бане. Через 15 мин препараты ткани охлаждаю 


Т в ледяной бане 
перед гомогенизацией и последующими процедурами. Этоь ых 
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в мозгу к 
8-эндорф! 


Мето. 
пользован 
скольким! 
сообщени‹ 
показали, 
тохимия к 
правную 
пептидов. 
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р еволно более воспроизводимые результаты по сра 
нию с микроволновым умерщвлением как в отношени и 
так и в отношении энкефалинов. При сра ВЕ 


ВН 
полученными при декапитации, ении с результатами, 


но без последую 
СЛ в :] 
оказывается, что термоинактивация т 
‚ абсо- 


лютно необходимая для определения В-эндорфина. В некипях ь 
препаратах содержание В-эндорфина оказывается в 10 ра и 
В случае энкефалинов такие резкие различия не обнар ее 
в некипяченых препаратах содержание энкефалинов п 
всего в 2 раза. Интересно также, что при использовании ба. 
ния иммунореактивность а-эндорфина оказывается ниже предела 
чувствительности метода определения. Этот результат может ука- 
зывать на то, что а-эндорфин не является первичным соединением 
в мозгу крыс и возникает главным образом благодаря деградации 
8-эндорфина после гомогенизации ткани [33]. 


Иммуноцитохимические исследования 


Методы. Результаты иммуногистохимического анализа с ис- 
пользованием антиэнкефалиновых сывороток были доложены не- 
сколькими лабораториями [9, 19, 38] (Уотсон и Акил, личное 
сообщение; Миллер и Стумпф, личное сообщение). Эти результаты 
показали, что фиксация формальдегидом и непрямая иммуноци- 
тохимия криостатных срезов представляют собой приемлемую от- 
правную точку при иммуноцитохимическом обнаружении этих 
пептидов. С появлением анти-В-эндорфиновых сывороток, обладаю- 
щих заметной иммунореактивностью в РИТ, мы исследовали 
несколько сывороток и несколько методологических модификаций. 
Из шести имеющихся у нас антиэндорфиновых сывороток мы об- 
наружили хорошую иммунореактивность В гипофизе, мозге и ки- 
шечнике только для двух (© В100-10/76 и ВВ 263-11/76). А 
сыворотки обладали реактивностью в РИТ, но давали че ыы я 
бое, или негативное, иммуноцитохимическое окрашивание. Сред 

чески обнаружили, что 
различных методов фиксации мы практи И 
оптимальные результаты дает 5-минутная перфузия ох: а 
до те — 59, -ным деполимеризованным форма: 
мпературы льда 4—5 ющим погружением на 
гидом в 0,15 М фосфатном буфере с последуют И. 
ты мозга в тот ты а 1% или более 
е концентрации формал влетворительным результатам, 
Утаральдегида приводили К НеУлоВлет после заключения в 
Равно как и получение срезов всех р чае термин «положитель- 
нарафин. В каждом описанном ее обавление 1 мкг синте- 
ная иммунореактивность» означает, те, С в соотношении 1 : 1000 
тического В-эндорфина (КВ100, разведенная и пивание, наблю- 
т 1:500) на 24 ч при 5°С блокирует 95° 5 имодействующих с 
аемое на серийных срезах того Же мозга, 
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той же самой незаблокированной сывороткой. Ограниченное ЧС. 
ло сравнений было проведено с антисывороткой против лей-энке 
фалина, предоставленной доктором Р. Дж. Миллером (Вштоце‹, 
М/е]соте, Кезеагсь Тпапс1е, М. С.) Для удобства фотографирова. 
ния и в целях максимального использования антисыворотки мн 
предпочли пероксидазно-антипероксидазный метод (ПАП-метод), 
предложенный Стернбергером [39] вместо конъюгированных с 
флуоренилизотиоцианатом антител козы к иммуноглобулинам кро. 
лика. 

В соответствии с принятой нами методикой мы промывали по- 
лоски ткани возрастающими концентрациями забуференного раст 
вора сахарозы и хранили в 18%-ном растворе сахарозы вплоть до 
получения срезов на криостате Харриса при температуре от —18 
до —20°С. Срезы толщиной 10—20 мкм оттаивали на покрытом 
желатиной предметном стекле, высушивали на воздухе и экепо- 
нировали с сывороткой, разведенной фосфатно-солевым буферным 
раствором и содержащей бычий сывороточный альбумин в кон: 
центрации 1 мг/мл и 0,0014$ тритона Х-100 [1]. Срезы ткани мак- 
симально сохраняли целостность клеток и проявляли высокую ИМ- 
мунореактивность при инкубации с разведенной первичной анти- 
сывороткой (1!:500 до 1:1500) при 4°С в течение 24—48 ч. 
Дальнейшие манипуляции при комнатной температуре включали 
в себя многократное промывание фосфатно-солевым буфером, ан- 
тисывороткой козы к иммуноглобулинам кролика и ПАП, связан- 


ной с кроличьим 12 и, наконец, выявление пероксидазного мар- 


кера с помошью диаминобензидина в соответствии со стандарт- 
ными методами. 


Особенности окрашивания. Результаты, полученные с по 
мощью иммунопероксидазного метода при исследовании гипофиза 





Бо 
крыс, свиней, лягушек и мышей, сравнимы с результатами, полу- ри ах 
ченными ранее при использовании флуоренилизотиоцианата . промеж 
Все клетки интермедиальной доли и кортикотропные клетки аде- Частью 
ногипофиза дают положительную реакцию на В-эндорфин, и на ности 
срезах можно видеть четко выраженные внутриклеточные гранулы в 
(рис. 1). При использовании антисыворотки к лей-энкефалину, тиц, Ол 
полученной от Миллера, мы обнаружили только слабое окрашива- спар ‘ал 
ние интермедиальной доли, но заметное волокноподобное окра- ЗйКИ 1 
шивание в нейрогипофизе (готовится к печати). ств атер. 

В мозге В-эндорфин-реактивные элементы ткани гораздо более суще НО 
ограничены, чем элементы, взаимодействующие с энкефалиновой (| Рахи. 
антисывороткой. Видны две грулпы В-эндорфин-реактивных Е ро- | донос 
нов (рис. 2). Обе группы локализованы в базальном гипоталамусе: с ет 
одна —внутризлорсолатеральнее:- аркуатнаво яя наето трети, вв Дней 
простирающейся от середины до задней части, и вторая несколько | Е есть 
более кпереди и заметно сбоку в базальном гипоталамусе. Неко- средн = 
торые клетки образуют непрерывную линию через осн бет ‘ее 





ование треть- ТЦ] 
его желудочка. Р тие 
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Рис. 1. Иммунопероксидазная локализация В-эндорфина в гипофизе крысы; ок- 
рашены все клетки промежуточной доли и лишь отдельные кортикотрофные 
клетки в аденогипофизе. 


Большие длинные и толстые варикозные отростки видны внут- 
ри этих ядер и могут быть прослежены на серийных срезах через 
промежуточный и средний мозг. Эти варикозные волокна большей 
и. приурочены к структурам средней линии вблизи поверх- 
ности желудочка, хотя имеются некоторые исключения. 

Волокна имеют наибольшую плотность в передней области 
гипоталамуса, особенно на уровне перекреста переднего отдела 
№ - и внутри концевой полоски, и несколько меньшую плотность 

латеральной перегородке и в аккумбентном ядре. Внутри соб- 
м. гипоталамуса — паравентрикулярного, супраоптического и 
ло Иазматического ядер — наблюдается иннервация а 
це ности, равно как в латеральном О учас :: 
оон гипоталамуса и срединном возвышении. труктуры 
а линии внутри таламуса и периакведуктального серого 
ыы. моста обнаруживают заметную А ве 
ме: паравентрикулярное ядро (рис. 3), огза! гарпе Ф 
еи$, в точке которых волокна латерально исчезают. Кзад 


1 [2 
мы. соегШеиз волокна, реактивные на В-эндорфин, зрезвычанеу 
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Н остках 
Рис. 9. Иммунопероксидазное окрашивание В-эндорфина в нейронах и отр 
нейронов базально-бугорчатого гипоталамуса крысы. 


Положительная реактивность наблюдалась и в том и 
когда сыворотку КВ263 очищали аффинной хроматографией Е 
пользованием геля, конъюгированного с синтетическим В-э в» 
фином (1,7 мг на 1 мл сефарозы). Полученная о ‚я 
обладала более низким титром в РИТ, чем сыворотка ВВ100, = 
обладала высоким сродством к В-эндорфину. При использовании 
в иммуноцитохимическом анализе эта сыворотка давала те Г 
результаты, что и описанные выше, но, кроме того, выявляла з 
интенсивная окраска миелинизированных аксонов, которая аки 
наиболее заметна в препириформной коре, в коре А ревЕелЬног. 
мозга, гиппокампе, лимбической коре и внутри поясовидной изв 1 
лины и мозжечка (рис. 4). Эта реактивность полностью подавля. 

сь предварительной инкубацией сыворотки с В-эндорфином; 
ла едварительной инкубации сыворотки с хорошо очищенным 
случае пр миелиновым белком подавлялась только реактивность 

Е ованных волокон; окрашивание препарата было таким 
НА и использовании сыворотки КВ100. Эти наблюдения 
же, а р результатами иммунологического анализа материала, 
де йяемого при гель-фильтрации, свидетельствует о существо- 
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вании общего реактивного компоне 


в-эндорфина и основного миелинового белка. Эта неожиданная 
общая для обоих пептидов последовательность и перекрестная 
реактивность могут служить источником ошибок при картировании 
и определении содержания. К счастью, реактивностью к В-эндорфи- 
новой антисыворотке обладают не все миелинизированные тракты 
а главным образом миелинизированные волокна в участках лим- 
бической коры. При использовании в более высоких концентрациях, 
особенно в случае мозга 


неполовозрелых животных, сыворотка 
ВВ100 также может вызывать окрашивание некоторых миелини- 


зированных волокон. Тем не менее, несмотря на кажущуюся ре- 
гиональную избирательность перекрестной реактивности миелина, 
мы полагаем, что это не имеет функциональной значимости, за 
исключением тех случаев, когда возникает необходимость точного 
определения В-эндорфина. 

При сравнении с известным распределением и появлением эн- 
кефалин-реактивных отростков нейронов становится ясно, что они 
образованы различными наборами участков-мишеней с некоторым 


нта у иммуногенных участков 





ы 

ыы 

И ктальном 
так я `эндорфина в периакведу 
| дей! Рис. 3. Иммунопероксидазное окрашивание Внло ре, 
не “Ром веществе (переднее паравентрикулярно 
Е 

ств 
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Рис. 4. Иммунопероксидазное выявление перекрестной реактивности внутри 
миелинизированных аксонов в поясничной извилине крысы. Для более детального 
ознакомления см. текст. 


перекрыванием и различными наборами нервных клеток. Полу- 
ченные недавно данные показывают, что энкефалинсодержащие 
нейроны — это преимущественно короткие интернейроны, присут- 
ствующие в дискретных участках по всей центральной ’ нервной 
системе [19]. И наоборот, локализация В-эндорфин-положитель- 
ных клеток ограничена базальным гипоталамусом, а локализация 
отростков этих клеток ограничена преимущественно терминалями 
средней линии вблизи поверхности желудочка. те 


Электрофизиологические исследования 


Сравнительно недавно мы сообщили о наши 
полученных при изучении нейронного ответа в Е результатах, 
мозга крыс на ионофоретическую аппликацию ах участках 
дорфинов [9]. В коре головного мозга, стволе м фалинов и эн- 
в латеральном ретикулярном ядре), хвостатом ыы (особенно 
наиболее активные клетки подавлялись опиатам дре и таламусе 


и 
нутыми пептидами. Наоборот, пирамидальные ыы упомя- 
исключи- 
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тельно возбуждались опиатами и пептидами. 
чувствительности со смешанным возбуждени 
наруживалась в клетках Пурканье \ 
танном участке и возбуждающий, 
лялись при ионофоретическом и 
локсона. 

Более поздние исследования были сфокусированы на неожи- 
данном возбуждении, обнаруженном в гинпнокампе [2]. Принимая 
во внимание установленный факт холинэргического возбуждаю- 
щего входа в гиппокамп из перегородки, мы оценивали эффекты 
пептидов и ацетилхолина в присутствии налоксона и холинэргиче- 
ских антагонистов. Однако холинэргические антагонисты не ока- 
зывали действия на возбуждение, вызываемое опиоидными пепти- 
дами, и налоксон, наоборот, не оказывал влияния на возбуждение 
ацетилхолином. Этот интересный случай возбуждения в настоящее 
время является объектом дальнейших исследований как попытка 
оценить сравнительную эффективность энкефалинов и эндорфинов. 
основанную на региональном и питохимическом распределении 
пептидов. 


Более низкая степень 
ем и торможением об- 
мозжечка. В каждом испы- 
и тормозящий эффекты подав- 
ли парэнтеральном введении на- 


ДЕЙСТВИЕ ЭНДОРФИНОВ НА ЭЛЕКТРОЭНЦЕФАЛОГРАММУ 


Опиоидные алкалоиды вызывают изменения спонтанных 
электроэнцефалограмм (ЭЭГ) при системном введении человеку 
или внутримозговом введении экспериментальным животным [40]. 
При системном введении высоких доз этих агентов или при введе- 
нии в определенные внутримозговые участки эти агенты могут 
усиливать эпилептоморфную активность [10, 40, 42, 44, 45]. Мы 
обнаружили недавно [18], что эндорфины также являются мощ- 
ными эпилептогенными агентами при внутрижелудочковом введе- 
нии крысам и могут вызывать аналогичные эффекты на ЭЭГ в 
молярных дозах, значительно меньших, чем соответствующие г 
эффекту дозы опиатных алкалоидов. В наших опытах р 
оказался наиболее эффективным И долгодействующим кг 
тенным агентом, что согласуется с его кажущейся зофеьои и 
в индукции других поведенческих признаков [3, ие 

казалось, что мет-энкефалин также способен р. и 
Электроэнцефалографические изменения, но дела ин Е 
значительно более высоких молярных дозах и, ар их Е 
на более короткий период времени [42]. Е. фина могут 
Жущейся эффективности мет-энкефалина и В. ВОСТЬЮ пен- 
быть обусловлены известной повышенной ты ав 
тапептида к протеолитическому расщеплению. 


спределении 
личиями в Ра ы 
давшимися ранее кажущимися раз вичного участка дей- 


: е 
эндорфина и энкефалинов определение  ффектах приобретает 
Ствия этих пептидов при вышеупомянутых 


Критическое значение. 
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90с после инзекции 
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В-эндорфин, бмкг 
в желудочек мозгх крыс (5 мкг) 


Рис. 5. Электроэнцефалографическая запись через 90 с, 2,5 мин и 5 мин после 
инъекции В-эндорфина (5 мкг в желудочек мозга); водители элект оэнцефало- 
граммы в коре мозга (КМ), гиппокампе (ГП), миндалевидном мы мя п | 
того, приведена электромиограмма (ЭМГ) шейной мышцы ея ( з Г. г 
ступные разряды, как отмечено в тексте. С заметные пр 


Рис: 5 иллюстрирует характерный приме * 
ЭЭГ, наблюдаемых после внутрижелудочкового вре зменений # 
В-эндорфина. У крыс с хронически имплантированными тия те 
но и субкортикально наборами электродов о Е Ей 
разряд появляется примерно через 90 с после инфузии (10 ы 
течение 20—30 с). Неожиданно появляющемуся и ам 
му разряду часто предшествует исследовательское я 2 
энергичное фырканье. В течение начальной фазы в дени — 
кажутся настороженными, но неподвижными и могут А кры = 
случайный обонятельный или вкусовой стереотип. ВЕ 
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прекращении начального эпизода у животных проявляется симп- 
том «встряхивания мокрой собаки».. В зависимости от дозы могут 
наблюдаться также многочисленные приступные эпизоды, каждый 
из которых сопровождается длительным периодом межприступных 
спайков, продолжающимся вплоть до четырех часов при высоких 
диапазонах доз. Особый интерес представляет тот факт, что при 
низких дозах единственным явным поведенческим эффектом ока- 
зывается ускорение развития приступных реакций, являющееся, 
по-видимому, наиболее низким пороговым эффектом В-эндорфина. 
Этот эффект может проявляться у ‘крыс, не обнаруживающих 
любых других поведенческих реакций, включая кататонию, потерю 
роговичного рефлекса или анальгезию, наблюдаемых при более 
высоких дозах и обсуждаемых ниже более детально. 

Хотя электрографически наблюдаемые приступы ускоряются 
В-эндорфином, мы никогда не наблюдали судорог вслед за острым 
или хроническим введением. Приступная реакция кажется первич- 
но локализованной в лимбической системе и не распространяется, 
по-видимому, в моторную систему. Повторные инъекции В-эндор- 
фина приводят к ослаблению эпилептического ответа, что, по-види- 
мому, свидетельствует о развитии толерантности. При более высо- 
ких дозах В-эндорфина, когда ригидность становится заметной, на 
электроэнцефалограммах обнаруживается кортикальная синхрон- 
ность и активность медленной волны, равно как и межприступные 
спайки. Эта синхронная активность может быть десинхронизирова- 
на минимально возбуждающими стимулами любой модальности, 
но нечувствительна к ноцицептивным стимулам. 

В целом электрографический ответ может быть обращен или 
блокирован введением специфического опиатного антагониста 
налоксона (2—5 мг/кг, внутрибрюшинно) до появления разрядов 
или вслед за ним. 


Поведенческие эффекты эндорфинов 
и их приложение к человеку 


Недавно мы сообщали о том, что внутрижелудочковое введе- 
ние В-эндорфина, но не других природных нь 
пептидов, индуцирует у крыс выраженное состояние иммо Я 
ции, характеризующееся отсутствием движения, утратой и 
вставания и чрезвычайной генерализованной ригидностью ь 

3]. Аналогичные результаты были получены он ыы 

ми авторами [22, 29]. Однако Джекет и Маркс [23] а в 
введение В-эндорфина в периакведуктальное СВ а 
(ПСВ) вызывает «каталептоподобное» состояние; они выдвину. 


ваться как «природные нейролептики». Поскольку это прое 
жение диаметрально противоположно нашей А 
предприняты дополнителньые эксперименты [35]. 
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Животных помещали по отдельности в камеры для наблюде. 
ния (54Ж32Ж15 см) примерно за 30 мин до инъекции и затем 
проводили тест на ригидность, неподвижность на вертикальной 
решетке и рефлекс вставания каждые 15—30 мин в течение |— 
4 ч. Ригидность оценивали с помощью трех тестов: 1) субъективная 
оценка при ощупывании животных, 2) ригидность туловища и 
3) мостиковый тест [3]. Измерение на вертикальной решетке было 
единственным. тестом из обычно используемых для характеристики 
каталепсии [11], позволяющих отличить поведенческую иммобя- 
лизацию, связанную с ригидностью или вялостью от каталепсии, 
индуцированной нейролептическими средствами. Рефлекс встава- 
ния оценивали, исходя из его способности сохраняться после ин- 
дуцированной нейролептическими средствами каталепсии, но не 
после состояний иммобилизации, индуцированной другими препа- 
ратами [11]: Помимо этих тестов животные постоянно обследова- 
лись на общие поведенческие и физиологические изменения. 

Анализы зависимости доза — ответ для В-эндорфина и гало- 
перидола выявили значительные различия в соответствующих по- 
веденческих реакциях (табл. 3). В течение 30 мин после инъекции 


Таблица 8 


Поведенческие характеристики действия В-эндорфина и 
галоперидола!) 

Е И. 

Доза. Число Тест на кс 
мкг/10 мкл |животных вертикальной а 
решетке 
п Е аа сер: | решетке. ооо 
Физиологический рас- 

твор 10 
В-Эндорфин 


Воздействие 





Ригидность 














ЕТ 


Физиологический рас- 
твор 10 
Галоперидол 


ЧЕ 





:) С— соскальзывание с сетки. Данные, представленные ка 
ошибка, указывают на эффекты, наблюдаемые через | ч после К среднее значение-Е средняя 
сание особенностей поведения можно найти в работе {361 ). инъекции (более полное опи* 


большинство крыс отвечает на В-эндорфин крат 

риодом «встряхивания мокрой собаки», за которым ременным пе- 

мышечная ригидность (сопровождаемая о М следует общая 
ем хвоста) и 


цепе 
неподвижность. Ригидность сохраняется в те нени 
крайней мере 


чение по 
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4 ч после инъекции наиболе высоких доз (50 мкг) 


скольких минут после инъекции 5 мкг В-эндорфина животные об- 
наруживают заметную гиперактивность в сочетании с оральной 
стереотипиеи, периодически прерываюшуюся эпизодами «встряхи- 
вания мокрой собаки» (более подробно см. [35] ). При такой низкой 
дозе ригидность сохраняется в течение примерно 20 мин, после 
чего восстанавливается гиперактивность, но без симптома «встря- 
хивания мокрой собаки». В течение периода ригидности (особенно 
вызванной более низкими дозами р-эндорфина: 5 и 10 мкг) крыс 
можно спровоцировать на движение с помощью умеренной звуко- 
вой, зрительной или тактильной стимуляции. Более того, интен- 
сивность ригидности оказывается сниженной при тестировании в 
ночной период, когда крысы в норме более активны. 

В отличие от В-эндорфина никакие дозы галоперидола. не вы- 
зывают ригидности. В самом деле, при наиболее высоких дозах 
галоперидола (8 и 12 мг/кг) большинство крыс становится уме- 
ренно вялыми, особенно в течение 30 мин после инъекции. Эф- 
фекты В-эндорфина и галоперидола оказываются противополож- 
ными и в тесте на вертикальной решетке. Так, животные, полу- 
чившие 8-эндорфин, быстро спрыгивают с решетки до и после 
периода регидности и типично соскальзывают с решетки в течение 
фазы ригидности. В противоположность этому крысы, получавшие 
галоперидол, прочно ухватываются за решетку и остаются на 
ней в течение относительно долгого периода времени (по крайней 
мере 60 с). Кроме того, эти два вещества оказывают различное 
действие и на реакцию вставания: дозы В-эндорфина 5 мкг всегда 
подавляют этот рефлекс в течение фазы ригидности, тогда как 
после инъекции галоперидола в такой большой дозе, как 12 мг/кг, 
реакция вставания сохраняется. Более того, в отличие от того, что 
наблюдается в случае В-эндорфина, после инъекции галоперидола 
животные поддерживают сгорбленную позу с отведенными конеч- 
ностями, отвечают голосовым сигналом на дотрагивание и часто 
мочатся, будучи помещенными на вертикальную решетку [35]. й 

Различия между эффектами В-эндорфина и галоперидола о9- 
наруживаются также при фармакологических исследованиях 
(табл. 4). Так, «встряхивание мокрой собаки», хотя и часто га 
блюдается, но, как правило, более задержано по вы 
случаем внутрижелудочкового введения. Значение ода = 
2,2=0,2 (среднее- средняя ошибка) достигается с эвдор В 
течение 30 мин после инъекции в периакведуктальное ра 
щество (ПСВ). В течение фазы ригидности рефлекс вст 

ют или спадают с решетки. 

Утрачивается, и крысы соскальзыва бей а 
Все эти эффекты обращаются в течение нескольки у 
а а (2 мг/кг). Хотя налоксон (2 мг/кг) 
подкожной инъекции налоксона ( о четв ВнАкае 
не изменяет действия галоперидола, 9", е эффекты В-эндорфина. 
как 0,1 мг/кг, обращают, по-вилиМомУ, 5 ется преходящим 

ри этой дозе налоксона восстановление оказ 


8—1594 


В течение не- 
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Таблица 4 


Сравнение эффектов В-эндорфина (8-9) и галоперидола (Г) 


п а сы 








Тест на 
Предварительное Ригид- Рефлекс 
воздействие Воздействие М ность | В@ Е вставания 





== Н (2 мг/кг) 4 0 0 и 
= 
(50 мкг/10 мкл) 20 |3,4-+0,2 С. ЗЕ 
8-Э Н 
{50 мкг/10 мкл) (0,1—2,0 мг/кг) 15 0 0 —- 
Г 
= (2 мг/кг) 15 0 2,6-0,2 -- 
Н 
(2 ке (2 мг/кг) 5 0 2,8-0,1 -- 
(50 м мкл) (2 мг/кг) 14 В С — 
(50 мкг/10 мкл) 
-ЕГ(2 мг/кг) (2 мг/кг) 7 0 2,1-0,5 —- 


Е ЕЕ РАЕН Е В Е Е ЕЕ РЕЯ ИННЫ ДИСНЕ ЕЕ ЧИН ЕС ЕЕ С 


В— вялая. С — соскальзывает с решетки. Фармакологическое взаимодействие этих ле“ 
жарственных веществ с налоксоном (Н) оценивали в тех же трех поведенческих тестах, 
какие указывались в табл. 3. Последовательные инъекции проводили с интервалом в | Ч 
“более детальное описание методов см. в работе [35]). М — число подопытных животных. 


и ригидность возобновляется через 30 мин после инъекции. Более 
того, животные, ставшие ригидными под действием В-эндорфина 
и позднее получившие инъекции галоперидола (2 мг/кг), стано- 
вятся вялыми. У животных, ставших вялыми в результате такого 
комбинированного воздействия, введение налоксона (2 мг/кг) при- 
водит к появлению типичного спектра всех эффектов галоперидола 
(табл. 4). Таким образом, налоксон, специфически противодействуя 
эффектам В-эндорфина, демаскирует поведенческие особенности, 
индуцированные галоперидолом. 

Хотя внутрижелудочковое введение В-эндорфина приводит к 
состоянию неподвижности, которое можно легко отличить от ка- 
талептогенного действия галоперидола, поведенческие особенности, 
индуцированные В-эндорфином при внутрижелудочковом введении, 
могут отличаться от таковых при прямом внутримозговом введе- 
нии или введении в ПСВ. [23]. 

Чтобы проверить такую возможность, живот 2 
латерально либо физиологический раствор, либо ат ее. 
фина в ПСВ. Результаты выявили дозозависимый характер эффек- 
тов, аналогичных таковым при внутрижелудочковом а 
В-эндорфина, причем наиболее эффективным Участком ПСВ ока- 
зывается вентромедиальный участок, вслед за которым 


т 
Чогза! гарНе, где выявляются эндорфиновые волокна Сы АА 
Более того, в то время как В-эндорфин индуцирует о нвИй 


подобное» состояние гиперактивности до и (или) после а 
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гидности, Ничего подооного не наблюдается после инъекции га- 
лоперидола. Таким образом, развернутое исследование поведен- 
ческих ответов на В-эндорфин не подтверждает предположения 
23] о том, что этот опиатоподобный нейропептид может быть 
природным неиролептическим агентом, во всяком случае, насколь- 
ко об этом можно судить по характеру поведенческих эффектов у 
крыс. 
Наоборот, мы указывали уже, что способность В-эндорфина 
индуцировать у крыс поведенческие изменения, возможно, свиде- 
тельствует о том, что эти пептиды играют роль потенциальных эко- 
этиологических факторов при некоторых психических расстройст- 
вах [3]. Мы предположили далее, что если это верно, то опиатные 
антагонисты могут иметь некоторую терапевтическую ценность. 
Хотя одна группа исследователей [16] сообщала о том, что 0,4 мг 
налоксона снижали интенсивность слуховых галлюцинаций в 4 из 
6 случаев хронической шизофрении, в работах других авторов [8, 
43], а также в наших собственных исследованиях [24] с исполь- 
зованием в 2—3 раза более высоких доз и двойного слепого про- 
токола не удалось воспроизвести этих положительных результатов 
с налоксоном. Однако, исходя из результатов проведенных нами 
поведенческих и электроэнцефалографических наблюдений и реги- 
страции отдельных нейронов, можно думать, что эти дозы налоксо- 
на могут быть все же слишком малы для обращения центральных 
эффектов эндорфина. Более того, по субклассификации опиатных 
рецепторов, предложенной Мартином и сотр. [28, 30], действие 
некоторых опиатных агонистов требует для обращения в 3—6 раз 
больше налоксона. Совсем недавно Кляйн и Леман (частное со- 
общение) наблюдали немедленное кратковременное улучшение у 
больных с психической депрессией, удлинение латентности и уд- 
линение улучшения в некоторых случаях хронической шизофрении 
после внутривенной инфузии В-эндорфина (общая доза 3—9 мг/б ч). 
Эти предварительные клинические данные, на основании которых 
можно сделать вывод о положительном терапевтическом деиствии 
периферического эндорфина, трудно сопоставить с результатами 
исследований на животных, указывающими на минимальные пре 
ходящие центральные эффекты пептида только при чрезвычайно 
высоких периферических дозах. 
Хотя р —- результатов неясно, где и как содержащиеся 
В крови эндорфины могут вызывать эффект, нормализующий О 
Ведение человека, можно думать, что значение пептидов в ее. 
вании психических нарушений является плодотворной областью 
исследований требующей специфических доказательств. Решаю- 
це значение приобретает, например, разработка еек: — 
"ических тестов на эндорфины в плазме и спинномозговой ЖИД 


В ические пеп- 
(Ти человека и выяснение путей, по которым перифер 


м ентральное действие. 
Мы МОГут оказывать свое предполагаемое ч р 


сообщили недавно [15], что каждый стресс, приводящий, как 
8* 
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известно, к выделению АКТГ в кровь крыс, приводит также и к 
одновременому выделению В-эндорфина в эквимолярных количест. 
вах. Это одновременное выделение наиболее правдоподобно объ. 
яснить общим клеточным запасанием и синтезом двух пептидных 
гормонов, по-видимому, в результате их синтеза из одного и того 
же прогормона [29]. Поскольку периферические ткани-мишени 
отвечают на АКТГ секреторными продуктами, которые в свою оче- 
редь по принципу обратной связи регулируют высвобождение 
АКТГ, мы задались вопросом: существует ли аналогичная обрат- 
ная связь для регуляции секреции эндорфинов? Такие перифериче- 
ские мишени могут включать в себя богатые эндорфином клетки 
желудочно-кишечного тракта или почти неизвестные циркумвен- 
трикулярные органы, расположенные вокруг желудочков в глубине 
«карманов» (такие, как эпифиз, срединное возвышение, субко- 
миссуральный и субфорникальный органы), которые расположены 
на кровяной стороне гемато-энцефалического барьера. Если какие- 
либо из этих клеток могут отвечать на эндорфины крови, то сиг- 
налы по иннервирующим их нейронам будут передаваться к выс- 
шим нервным центрам. 

В любом случае ценность таких спекуляций, хотя и интерес- 

ных в настоящее время, наиболее основательно сможет быть оце- 
нена ретроспективно на следующем симпозиуме по эндорфинам. 


* * 


* 


Мы благодарим доктора Дж. Гупта за предоставленный нам 
налоксон. 
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НЕЙРОНЫ, СОДЕРЖАЩИЕ ЭНКЕФАЛИН И ВЕЩЕСТВО р 
В ТРОЙНИЧНОЙ И ЭКСТРАПИРАМИДНОЙ СИСТЕМАХ 


А. К. КУЕЛЛО 
(А. С. СиеПо) 


Применение иммуноцитохимического метода к изучению распре- 
деления в клетках вновь открытых пептидов мозга показало, что 
волокна, иммунореактивные по веществу Р и энкефалину, сосу- 
ществуют во многих участках мозга 7, 11; 13,96, 29]. Многие 
из этих участков, несомненно, связаны с механизмами восприятия 
боли — например, система тройничного нерва. Вещество Р и энке- 
фалин содержатся также и в отделах мозга 


› как экстрапирамидная 
иводим результаты некоторых 


о организации и участков исхода 
этих пептидэргических нейронов в тройничной и экстрапирами- 
дной системах. Эти исследования проведены в содружестве с 
доктором М. Дель-Фиаццо из Университета Каглиари (Сардиния, 
Италия) и доктором Ж. Дж. Паксинос из Университета Нового 
Южного Уэльса (Австралия). 


Методы 


ИММУНОЦИТОХИМИЯ 


Контрольных и имеющих повреждения вз 
(Вистар, 200—300 г) анестезировали эквитези 
и перфузировали а. холо 
мальдегидом в 0,1 М фосфатом буфе но 
чение 15—30 мин. Мозг удаляли и помещена створе, РН 7,4, в те- 
щий раствор еще на 2—4 ч. Фиксированные обра кой же фиксирую- 
сились в холодный 0,1 М фосфатный буфер 
харозы, и инкубировали в течение 5 суток. Срез 
получали на криостате Брайта при —90° Ы толщиной 10 мкм 
пользовали для иммуноцитохимического опре оседние срезы ис- 
по Нисслю. Иммуноцитохимическое выявлены деления и окраски 
кефалинов проводили, используя ли 


бо отдельный щества Р и эн- 
определения, либо соседние срезы одного и т И мозг для каждого 


9Го Же мозга. 
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Антисыворотку к веществу Р получали от морских = 

у : Е морских свинок 
после повторных подкожных инъекций конъюгата вещества Р с 
бычьим сывороточным альбумином. При радиоиммунологическом 
тестировании эта антисыворотка не проявляла перекрестной реак- 
тивности с родственными пептидами — эледоизином и фираиий | 
ном — при их молярном избытке вплоть до 1000-кратного Кро- 
личью антисыворотку к лей-энкефалину получали от д-ра Миллера 
(Вштоценз$ МеИсоте, Северная Каролина). Используя эту же 
сыворотку в радиоиммунологическом тестировании, доктор Миллер 
обнаруживал микромолярные количества лей-энкефалина. Эта 
лей-энкефалиновая антисыворотка не проявляла перекрестной ре- 
активности с В-липотропином и АКТГ, а ее перекрестная реактив- 
ность с мет-энкефалином и В-эндорфином составляла соответствен- 
но | и 0,01%. Иммунофлуоресцентное окрашивание проводили с 
помощью конъюгированных с флуоресцеинизотиоцианатом антител 
против иммуноглобулинов морской свинки и кролика (\еИсоте 
Тарогаюцез, Ц. К.). Контрольные препараты были получены путем 
инкубации неиммунной сыворотки морских свинок и кроликов илн 
адсорбированной антисыворотки с веществом Р или’ лей-энкефа- 
лином (100—200 мкг/мл). Первая антисыворотка использовалась 
в разведениях от 1: 100 до 1:400 (объем/объем), а вторая в раз- 
ведении 1:6 (объем/объем). Препараты ткани исследовали в 
микроскопе Г.е{2 ЗМ-ГОХ, снабженном флуоресцентной оптикой. 


ХИРУРГИЧЕСКИЕ ПРОЦЕДУРЫ 


Крыс анестезировали эквитезином и помещали на стереотакси- 
ческий прибор Дэвида — Копфа. Для повреждения полулунного 
ганглия в качестве электрода была использована игла из ее 
веющей стали, заизолированная до самого кончика. Токвзм 
в течение 20 с прикладывался три раза одному и тому же и 
ному в точки с тремя различными КоОрдиНА Ва ПЧ 
скому атласу Пеллегрино и Кушмана Вы. а 90) 
В улевую току отомета была 
Ва роетрокаудальную и латератьную ты к поверхность 
ея И а. изотомия) в 
твердой оболочки. Повреждение тройничного ти : аи в 
Участке изгиба между мостом и ето т н и таким 
мощью крючковатого калиброванного зонда. и местный Те 
образом, чтобы достичь тройничне, - у входит в ганглий. 
Нерв оставляет защищающую костную вт Е аанием Зобна 

ак только нерв был зацеплен, о, ры нажатии на основание 
обратном направлении при одновременно которое иннервирует 
‘Черепа. Сенсорное тройничное на губы (подбородоч- 
Хожу подбородка и слизистую оболочку НИ и оо ИрвОябОРНЕО 
НЫЙ нерв), перерезали с одной стороны ие 


НОГо отверстия. 
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Внутримозговые инъекции проводили через канюлю 30-го ка. 
либра, имплантированную в зибзтапиа п1ога с помощью стерео- 
таксического прибора с координатами по атласу Пеллегрино и 
Кушмана [27] (АР=—3,0Л.=2,0/У =—8). 8 мкг б-оксидофамина 
в 9 мкл вводили в течение 4 мин (рис. 6,0). Электролитическое 
повреждение медиального пучка переднего мозга проводили с по- 
мощью электрода Копфа из нержавеющей стали диаметром 0,2 мм, 
заизолированного по всей длине за исключением кончика в 0,5 мм. 
Пропускали ток 2 мМ в течение 20 с в участок с координатами 
(АР 0,6/1.=1,7/У 8,5) (рис. 6, г). 

Хирургическая деафферентация бледного шара проводилась на 
стереотаксическом приборе модифицированным ножом Халаса, как 
описано у Склафани и Гроссмана [28]. Втягивающееся лезвие 
отпускалось, когда водитель достигал желаемых стереотаксических 
координат по атласу Кёнига и Клиппеля [21]. После этого водитель 
перемещался так, чтобы вызвать желаемый тип повреждения. 
В результате этой процедуры получали крыс с односторонней ге- 
мисекцией мозга на уровне середины гипоталамуса (рис. 6, в) ис 


частичным (рис. 6, 6) и полным (рис. 6, а) отделением бледного 
шара от соседнего комплекса скорлупы и хвостатого ядра. 








ИММУНОРЕАКТИВНЫЕ ПО ЭНКЕФАЛИНУ И ВЕЩЕСТВУ Р ВОЛОКНА 
В ТРОЙНИЧНОЙ СИСТЕМЕ И НИЖНЕМ ПРОДОЛГОВАТОМ МОЗГУ 


На нормальных препаратах выявляется концентрирование 
иммунореактивных по веществу Р(ВР) и энкефалину (Энк) во- 
локон в областях продолговатого мозга, как и было 
[2, 7, 11, 26, 29]. Так, темные полосы ВР-иммунореактивных во- 
локон окружают границы зибзапНа зеаНпоза (желатинозное 
вещество) ядра спинального тракта тройничного нерва. Ретикуляр- 
ная формация, прилежащая к вентральному расширению ядра 
спинального тракта тройничного нерва, обнаруживает сетевидную 
структуру, построенную из ВР-иммунореактивных волокон. Это с0- 
ответствует области вентрального ретикулярного ядра т а 
латеральному участку гигантоклеточного ретикулярного ядра 

Энк-иммунореактивные волокна наблюдаются Ру ее 
ле по сравнению с ВР-содержащими волокнами в же а м 
веществе спинального ядра тройничного нерва, в ной 
формации и в ядре одиночного пучка. Наоборот АР тикулярно 
Энк-иммунореактивных элементов обнаруживается ИНОЕ число 
мально-перивентрикулярном сером веществе и в п Ри 
пегут Вуро510$3$. В этих двух последних трукт исец$ ог1еи$ 
содержащие волокна наблюдаются как очень а энкефалин- 
фибриллярные элементы с относительно и 
имеющими вид бусинок. В зибз{ап а оаН ах Утолщениями, 
тракта тройничного нерва Энк-иммунофлуоресценьй, ны 


показано ранее 
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ванных тел клеток. 


мно тройничного нерва и 
ние по. ного гангл элект 
потере ей к > поврежде- 
тройничного нерва по оННЬЕ волокон в о ииеилатеральной 
ванной стороной (рис. 1). Се Ию с контралатеральной сеаНпоза 
го мозга окрашивали и. резине ой, неопериро- 
энкефалину после элект ео антисыворотка продолговато- 
`англия. В образцах, в Ее рее к ВР и лей- 
норсактивности, в а отмечена явная пс я полулунного 
ничного нерва не обнаруж срезах ядра и. ВР-имму- 
ни в характере О ДЬлаНи изменений ни в Ее трой- 
поврежденной, так и на а Энк-иммунореактивно не 
рольной стороне ядра В на 


лемент 
ов, таки в виде изолир 
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Рис. 2. Сохранение иммунореактивного энкефалина в зирзфапНа  сеаНпоза спи- 
нального а тройничного нерва после электролитического повреждения гассе- 


рова узла. Неоперированная сторона. Б. Оперированна А 

- у Я СЬ . СТ спи 
нальный тракт тройничного нерва; $@ — зибз{ап{а веа поза Е. ядра 
тракта тройничного нерва (Ж212). 


ВР-иммунофлуоресценция снижается также 
формации нижней части продолговатого мозга 
к повреждению в случае обширного разрушения ао 
лия у животных. В других участках нижнего А  мовга 
не обнаруживается сколько-нибудь значительной те а 
мунофлуоресценции после повреждения со се 
Кроме того, не обнаруживается заметной Убыли коли о те я. 
иммунореактивных волокон в ретикулярной форма чества я 
шенных последовательных срезах (рис. 3). Энк-имм а на окр . 
сеть в периэпендимально-перивентрикулярном ая 
ночного пучка или писееиз ог! из НуроР]оззиз Сы е ядра оди 
ной У оперированных животных. В связи с этим и неизмен- 
что большинство (если не все) Энк-иммунореактивюно думать, 
имеет центральное происхождение. Такая ВОЗМОЖНО волокон 
дается обнаружением Энк-иммунореактивных тел Я 
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слинального тракта тройничного не 
олговатого мозга [18, 30]. 


дол : сы 

Тот т, ея положительные тела нейронов обнаружены 
в ядре спиналь ракта тройничного нерва, показывает, что в 
этой области мозга энкефалины присутствуют в нейронных цепях 
Аналогичные данные были получены ранее Эльде и др [7, 8] п С 
исследовании зирзапНа оеаИпоза заднего рога спинного н 

Помимо этого исчезновения ВР-иммунореактивных волокон в 
спинном мозгу после ризотомии или повреждения полулунного 
ганглия потеря ВР-иммунофлуоресцентных волокон отмечена в 
периферических участках тройничного нерва. Более того, сенсор- 
ная денервация подбородка и губ вызывает полную потерю ВР- 
иммунореактивных волокон. В соответствии с этими наблюдениями 
ВР-содержащие сенсорные нейроны в тройничной системе, а весь- 
ма возможно, что и в спинальной, можно представить как нейро- 
ны, запасающие ВР как в центральных, так и в периферических 
терминалях (рис. 4). Значение такого предполагаемого двойствен- 
ного механизма запасания ВР в обоих типах терминалей одного 
и того же сенсорного нейрона в настоящее время еще непонятно. 
Тем не менее полезно вспомнить, что выделение сосудорасширяю- 
щих веществ из периферических сенсорных волокон было впервые 
предложено Дэйлом [4]. Лембек в пятидесятых годах предполо- 
жил, что этим веществом, обнаруживаемым в сенсорных нервах, 
может быть вещество Р [25]. Наша анатомическая интерпретация 
ВР-содержащих сенсорных нейронов может явиться вкладом в 
понимание антидромного рефлекса и участия вещества Р в пери- 
ферических сосудистых проявлениях. 

Анатомическое распределение ц 
ничных ВР-содержащих волокон аналогично описанному для Но- 
цицептивных сенсорных нейронов [6, 9]. Идея об участии ее 
восприятии боли подтверждается некоторыми нейрофизиологиче- 
скими данными, показывающими, что ионофоретическая рее. 
ция ВР в заднем роге спинного мозга усиливает ИН 
Рованные болевой стимуляцией. В противовес ЗО ВН 


пеар оне о 
олевого й мозг [22, 23]. В сист Е 
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Рис. 3. Иммунофлуоресценция энкеф 
волокон продолговатого мозга после 
ганглия. (Ж430). 


алина в ретикулярной формации нижних 
одностороннего повреждения 


и а 
Центральный, понец Перифереческий ноней 


(бендритный} 


52 





Проделговалттьий 
‘мозг 


Рис. 4. Схематическое изображение содержащу 
тройничного нерва, вытекающее из результато 
томия; 2 — повреждение ганглия (полулунны 
вация. РФ — ретикулярная 
гассеров ганглий. 
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огласуются с описанным существование: р 

я ервичных сенсорных афферентах не - и. й 

Следовательно, можно себе представить, что по ай р 

этих пресинаптических рецепторов расположена в В = 

окончаниях ВР-содержащих нейронов системы робнично а 
а. 


ИММУНОРЕАКТИВНЫЕ ПО ВЕЩЕСТВУ Р И ЭНКЕФАЛИНУ ВОЛОКНА 
В ЭКСРАПИРАМИДНОЙ СИСТЕМЕ 


ВР-иммунофлуоресцентные волокна обнаружены в участках 
некоторых ядер экстрапирамидной системы. Плотная сеть ВР- 
иммунореактивных волокон обнаружена в зирз{апйа ога, субта- 
ламическом ядре и энтопедункулярном ядре [2-20 ВР-поло- 
жительные тела нейронов обнаружены в комплексе скорлупа — 
хвостатое ядро и в бледном шаре крыс [2, 19]. Опыты с нанесе- 
нием повреждений показывают, что эти тела нейронов являются 
исходными для ВР-содержащих волокон в зибз{апИа шта [15, 
17, 19]. 

Энк-иммунофлуоресцентные волокна также присутствуют в 
экстрапирамидной системе. Плотная ячееобразная иннервация 
Энк-иммунореактивных волокон обнаруживается в бледном шаре 
[7, 29]. Действительно, бледный шар характеризуется наиболее 
высокой плотностью Энк-иммунофлуоресцентных волокон. 

Мы изучали происхождение Энк-иммунореактивных волокон 
в бледном шаре путем разрушения некоторых восходящих трактов: 
волокон. Так, дофаминэргические проекции зирзап а шота в ко- 
нечный мозг разрушали интранигральным введением 6-оксидофа- 
мина (рис. 6,0). Это повреждение в параллельных я аа 
вызывало снижение дофамина в стриатуме на 60—70%. Разруше- 
ние дофаминэргических и недофаминэргических проекций зибз!ап- 
На пота в системе стриатум— бледный шар было выполнено 
Путем электрокоагуляционного повреждения медиального. ое 
переднего мозга (рис. 6,г) и всех возможных рр а 
рентов бледного шара рассечением мозга с а ошЕбяля Битенй 
(рис. 6,8). Все эти хирургические процедуры не Е ой иннерва- 
сивности или особенностей плотной энкефалинополо эн р 
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Рис. 5. Схематическое изображение возможной анатомо-функциональной взаимо- 
связи нейронов системы тройничного нерва, содержащих энкефалин (ЭН) и ве- 
щество Р (ВР). Схема построена по данным Ламотт и др. [24], Джесселя и Ивер- 
сена [16], Эльде и др. [8], Хёкфельта и др. [12] и результатам настоящего ис- 


следования. ГГ — гассеров ганглий. 











Рис. 6. Схематическое изображение - 
ризонтального сечения мозга КР. 
р — кора; СХ — скорлупа/хвостатое, 
ро; БШ — бледный шар; $ м 
На ета. Указаны различные ХИРУРГ ды 
ские процедуры для изучения ПРИ о. 
иммунореактивных по энкефалину гово 
кон бледного шара; а— полукРУ" ное 
разрез, отделяющий скорлупу/ХВО, раз 
о от бледного шара; б— косой. 
а скорлупе/хвостатом ядре; в еское 
т ние мозга; г— электролит перей" 
не Ждение медиального пУЧКа, | зр 
‘Го мозга; д — инъекция В ви 
шота 6-оксидофамина. 


имела отчетливое отношени 
ори ющегокаудопутамен: Степень потери 
реактивных участков после «полуостровно процел 


наблюдать на рис. 7. В ряде случаев наблюдается полосообразное 


унофлуоресценция энкефалина в бледном шаре (БШ) в венечном: 
‹тивные по энкефалину волокна видны также в интерстициаль- 

ном ядре концевой полоски (КП). ВК — внутренняя капсула. Б. Контрлатераль- 

5 сторона после хирургической деафферентации бледного шара. Обратите внч- 
ание на потерю иммунофлуоресценции в бледном шаре. (Ж230). 
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ение положительных и отрицательных по Энк-Иммуноре, 
распредел олокон, что позволяет думать о некоторой топографи. 
с ыы зации энкефалинэргического входа в бледный =: 
я Аеещаыа шар получает свои главные афференты а 
вые ее [3, 20], можно думать, что эта иннервация пред. 
и собой длинную цепь энкефалинэргических нейронов, на. 
м не и оканчивающихся в бледном шаре 
чинающихся в каудопутаме р 
Это предположение подкрепляется выявлением расширенных Энк. 
иммунофлуоресцентных волокон, распространяющихся в сторону 
бледного шара на каудопутаментальной стороне разреза, и ис. 
чезновением иммунофлуоресценции на стороне разреза, обращен. 
ной к бледному шару. Такое «накопление» Энк-иммунореактивного 
материала на проксимальной стороне повреждения свидетельст. 
вует также о существовании механизма транспорта энкефалина в 
центрально расположенных нейронах. Локализация этого предпо- 
лагаемого длинного энкефалинэргического тракта показана на 
рис. 8. . 

В этих исследованиях с крысами, не получавшими колхицина, 
мы не обнаружили Энк-иммунореактивных тел нейронов в каудо- 
путамене. Это можно объяснить 1) свойствами сыворотки, 2) от- 
сутствием сохранности запасаемого в соме энкефалина и 3) запа- 
санием энкефалина в телах нейронов в форме «прогормона», не 
обнаруживающего перекрестной реакции с антисывороткой к 
энкефалину. Тем не менее Энк-иммунореактивность может быть 
выявлена в телах нейронов каудопутамена крыс, получавших кол- 
хицин [18]. Кроме того, в пользу предположения, что энкефали- 
новые волокна заключены внутри этого комплекса, говорят сле- 
дующие данные: как недавно было показано, внутрижелудочковая 


Рис. 8. Схематичеекое изобра- 
жение некоторых главных аф- 
Ферентных и эфферентных про- 
екций в бледном шаре. Сим- 
волом ЭН показано располо- 
жение предполагаемых длин- 
ных энкефалинэргических ней- 
ронов, соединяющих скорлу- 
пу/хвостатое ядро с бледным 
шаром. Кр — кора; СХ — скор- 
лупа/хвостатое ядро; БШ — 
бледный шар; Тл — таламус; 
Ч — петля чечевицеобразная; 
ЧП — чечевицеобразный пучок. 
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инъекция каиновои кислоты, приводящая к заметному уменьшению 
числа клеток в комплексе стриатум — бледный шар, приводит 
также к 50%-ной потере выявляемого аналитически энкефалина 
[14]. Возможное кортикальное происхождение этих энкефалинэр- 
гических волокон также может быть исключено, поскольку удале- 
ние коры не изменяет количества определяемого радиоиммуноло- 
гически энкефалина в этих ядрах [4, 31]. Наличие длинных энке- 
фалинэргических путей внутри экстрапирамидной системы 
поднимает много вопросов, касающихся их функциональной роли. 
Наиболее вероятно, что энкефалины или энкефалиноподобные 
вещества в этом пути принимают участие в функциях, не связан- 
ных с механизмами восприятия боли. Интересно отметить, что в 
стриато-паллидальной системе отсутствует корреляция между рас- 
пределением Энк-иммунофлуоресцентных волокон и опиатных ре- 
цепторов [29, 30]. Кроме того, можно думать, что взаимодействие 
опиатных агонистов с рецепторами в скорлупе, бледном шаре и 
хвостатом теле отличается от такового в стволе мозга и спинном 
мозгу [5]. 





Мы хотели бы выразить благодарность д-ру Л. Л. Иверсену 
за помощь в исследованиях и за критическое чтение рукописи. Мы 
благодарим также миссис Л. Мерсер и А. Нельсона за квалифи- 
цированную техническую помощь. 
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ЭНДОРФИНЫ, В-ЛПГ И АКТГ: БИОХИМИЧЕСКОЕ, 
ФАРМАКОЛОГИЧЕСКОЕ И АНАТОМИЧЕСКОЕ 
ИССЛЕДОВАНИЕ 


Х. АКИЛ, С. УОТСОН, Ф. БЕРГЕР, Дж. БАРЧАС 
(Н. АКИ, $. Л. \Мабоп, Р. А. Вегоег, 1. О. Вагсва$) 


В результате фармакологического изучения эндорфинов было 
выявлено наличие удивительной параллели между их действием 
и известными эффектами растительных алкалоидов; это проявля- 
лось, в частности, в развитии анальгезии, толерантности и зависи- 
мости [6, 8, 14, 40] ‚в подавлении эффектов антагонистами, такими, 
как налоксон [6, 8], в способности действовать в качестве поло- 
жительных подкрепителей' [7], в действии на моторную и лимби- 


ческую системы. И тем не менее мы остаемся в полном неведении 
относительно природной, физиологической роли и регуляции этих 
веществ. Задача выяснения их эндогенной функции оказывается 
значительно труднее, что объясняется двумя обстоятельствами: 
отсутствием у нас информации о путях синтеза и деградации этих 
пептидов, с одной стороны, и природой анатомического распре 
деления энкефалинов — с другой. В настоящее время имеется боль- 
шое количество данных о том, что энкефалины распространены по 
всему мозгу в составе многочисленных групи тел нейронов и очень 
коротких трактов, преимущественно связывающих неироны внутри 
данной структуры мозга [16, 38]. Такое распределение, согласую- 
щееся с их нейрорегуляторной ролью как межнейронных меднато- 
ров, наводит на мысль о многообразии и разнообразии их функций 
в различных участках мозга. Функции энкефалинов следовательно, 
первично определяются связностью внутри любой данной системы, 
и вряд ли их можно отнести к какой-либо одной большой катего- 
рии с общим названием — «боль», «двигательная активность» и 
любая другая поведенческая категория. Это отнюдь не означает, 
что энкефалины не играют критической роли в такого рода поведе- 
нии. Это лишь указывает, что следует исследовать многочисленные 
физиологические и поведенческие модели, чтобы выявить удачную 
модель для изучения функции и регуляции энкефалинов. 
Изложенные ниже данные представляют собой итог попыток, 
предпринятых нами в течение последних лет для исследования 
возможной стратегии и моделей в изучении эндорфинов и энке- 
фалинов. Мы остановили свой выбор на сочетании биохимических 
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и анатомических подходов с фармакологически-поведенческиии = 
тодами для изучения эндогенных опиоидов в лабораторн 


ЫХ и кли. ‚рб 
нических условиях. ой 


Методы и основные результаты 


ЭКСТРАКЦИЯ И ОПРЕДЕЛЕНИЕ СОДЕРЖАНИЯ ЭНКЕФАЛИНОВ 


Мы считали необходимым разработать методические Подходы та т, 


к измерению малых количеств энкефалинов в головном мозгу п А прантис 
спинномозговой жидкости (СМЖ). В основе этих’ подходов лежа- луче 
ли два главных соображения: необходимость избежать деградации ый мет. Е 
эндорфинов и энкефалинов в ходе экстрагирования и. сочетание и Методом 
процедуры экстракции с радиорецепторным и радиоиммунологиче- земндских Кро 
ским испытаниями, позволяющее избежать неспецифического ин- ными интервала: 
гибирования. В результате мы пришли к выводу, что наиболее пуся две неде 
эффективна следующая методика: метэнкефали 
1. Ткань мозга или участков мозга гомогенизировали в охлажден- мние Ч и 
ной в ледяной бане 0,4 н. хлорной кислоте. СМЖ подкисляли Зфективном 
хлорной кислотой до коненчой концентрации 0,4 н. Ткань затем ОТНаты не 
центрифугировали при 35000 5. Надосадочную фракцию собн- Рации | 
рали и доводили рН до 7,4, используя КОН. Белый преципитат Мене КМ 
осаждали при 35 000 р и падосадочную жидкость использовали ды 
для следующего этапа. При использовании специфического НЫ Е 
радиоиммунологического теста энкефалины можно было опре- м) 
делять непосредственно в этой надосадочной фракции. После- ‚1 


суспендировали в подходящем 
тему. 


буфере и добавляли в тест-сис- 


станола и выпаривали под вакуумом [32]. № 
Поскольку элюат мог использоваться в тестах на связывание, и 
возникали проблемы «нулевой точки» при сильном концентриро- кл 
вании малых количеств энкефалннов. В 
3. Элюат с ХАО-1 ресуспендировали после выпаривания в аммо- и 
‘нийно-ацетатном буфере (0,1 М, рн 7,4) и наносили на й 
анионообменную колонку (АС1-Х2, 0,6Ж4 см). Хлорнокислый 4 
экстракт, полученный в конце этапа 1, можно было наносить й ЦА 
непосредственно на эту колонку, минуя этап 2. Колонку промы- мА 
вали 5 мл 0,1 М ацетатно-аммонийного буфера и материал ч 
элюировали 2 мл 0,2 М уксусной кислоты. Элюат выпаривали, 4 
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РАДИОРЕЦЕПТОРНОЕ И РАДИОИММУНОЛОГИЧЕСКОЕ 
ТЕСТИРОВАНИЕ ЭНКЕФАЛИНОВ 


Радиорецепторное тестирование. Мы модифицировали радио- 
рецепторный тест, использовав 3Н-мет-энкефалин в качестве ме- 
ченого связывающегося агента. Неочищенный гомогенат мозга 
(50 мМ трис) промывали три раза, и ресуспендированный осадок 
предварительно инкубировали при 25°С в течение 1—2 ч перед 
окончательным центрифугированием. Отношение общего связы- 
вания к неспецифическому было равно 3:1, а чувствительность. 
теста составляла примерно 0,25 пмоль энкефалина. 

Радиоиммунологический тест на мет- и лей-энкефалины. Для 
получения антисыворотки к мет-энкефалину использовали подлин- 
ный мет-энкефалин, связанный с бычьим сывороточным альбуми- 
ном методом глутаральдегидного сочетания [33]. Самок ново- 
зеландских кроликов иммунизировали многократными (с месяч- 
ными интервалами) инъекциями в участки спины и обескровливали 
спустя две недели после реиммунизации. При разведении '/250 
3Н-мет-энкефалин в концентрации 1,5 нМ вызывал 30%-ное связы- 
вание. Чувствительность этого теста составляла 1—2 нМ при 
эффективном диапазоне от 2 до 500 нМ. Следующие пептиды и 
опиаты не обнаруживали перекрестной реактивности при концент- 
рации 1 мкМ (и были, следовательно, по крайней мере в 500 раз 
менее эффективны, чем мет-энкефалин): глицин, С1у-@1у-Рве, 
С1у-Рве, С1у-С1у, Туг-@у, Туг-СЛу-О1у, Рве-Геи, тирозин, метионин, 
В-эндорфин, В-липотропин (любезно предоставленный доктором 
Ли), Туг-С1у-СЛу-Рне-Геи (лей-энкефалин), налоксон, налтрексон, 
леворфанол и морфин. По способности вытеснять связанный с ан- 
тителами ЗН-мет-энкефалин пептид В-эндорфин оказался в 370 раз 
менее эффективным, чем мет-энкефалин. 

Антисыворотка к лей-энкефалину была получена таким же 
образом. Сыворотка была использована при разведении 1/20 С 
эффективным диапазоном для связывания ЗН-лей-энкефалина от 
2 нм до 400 нМ. Эти антитела не обнаруживали перекрестной ре- 
активности с различными пептидными фрагментами энкефалинов 
и опиатными алкалоидами при их концентрации 1 мкМ. В вытес- 
нении связанного ЗН-лей-энкефалина мет-энкефалин был примерно 
в 20 раз менее эффективен, чем лей-энкефалин. Типичные значе- 
ния для содержания мет-энкефалина в цельном мозгу, полученные 
при использовании описанных выше методик, были близки к 
400 пмоль/г; отношение мет-энкефалина к лей-энкефалину было 
близко к 9:1. В СМЖ человека нормальное значение для общей 
энкефалиноподобной активности составляло 3,4-1,1 пмоль/мл. 


В-ЛИПОТРОПИН В МОЗГУ. р 
ЭКСТРАГИРОВАНИЕ И ОПРЕДЕЛЕНИЕ СОДЕРЖАНИЯ 


Предположение, что В-липотропин (В-ЛПГ) может служить 
предшественником В-эндорфина и мет-энкефалина, побудило нас 
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исследовать его наличие в мозгу крыс. Мы использовали : 
фические антитела к В-ЛПГ, любезно предоставленные нам Е 
тором Ли и описанные в работе Рао и Ли [29]. Эти антитела 
первично реактивны к №-концевому участку В-ЛПГ и не обна 


специ 


живают перекрестной реактивности с В-меланоцитстимулирующии 
гормоном, с В-эндорфином человека, с мет-энкефалином, с лей 


энкефалином, АКТГ, окситоцином, вазопрессином и различными 


пептидными фрагментами мет-энкефалина. 

Мы использовали модификацию экстракции смесью НС!-аце. 
тон, как описано у Ли и др. [21]. Мы применяли также осаждение 
'0,4 н. хлорной кислотой, чтобы определять содержание В-ЛИГ 
и энкефалина в одной и той же ткани. В обоих случаях выход 
-составлял около 75%. 

Использовав этот подход, мы обнаружили В-ЛПГ-подобную 
иммунореактивность в мозгу крыс. Кривая замещения характери- 
`зуется наклоном, несколько отличающимся от такового для В-ЛПГ 
‘человека, что, по-видимому, объясняется различным сродством этих 
соединений к антителам. Это может быть обусловлено многими 
причинами, в том числе некоторыми различиями в структуре меж- 
ду человеческим и крысиным В-ЛПГ. В табл. | суммированы ре 


Таблица 1 
Содержание иммунореактивного В-ЛПГ в мозгу крыс? 


Участок мозга Содержание, 


пмоль/г ткани 


Е 


Гипофиз 50 000 
Гипоталамус 700 
Средний мозг с лимбическими структурами 125 
Мозжечок 25 
Цельный мозг (без мозжечка) 75 


1 Распределение В-ЛПГ между клетками мозга описано ниже, 
зультаты проведенного нами предварительного определения 
В-ЛПГ-подобной реактивности в различных участках мозга крыс, 
основанные на двух методах экстракции (п=4 на участок). 


Иммуноцитохимическое изучение 


ЭНКЕФАЛИНЫ 


Специфические антитела, пол 


ученные против мет- и лей-энкефа- 
линов, были использованы для 


обширного картирования энке- 
фалинов в мозгу. Специфичнос 


ть антисыворотки позволила ис- 
пользовать антитела к мет-энкефалину в присутствии 


избытка 
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лей-энкефалина (10 мкМ). И наоборот, антисыворотка к лей-эн- 
кефалину использовалась в присутствии избытка ' мет-энкефалина 
(10 мкМ). Обе антисыворотки выявляли аксоны, терминали и тела 
нейронов без какой-либо предварительной обработки колхицином. 
Соответствующую активность можно было легко блокировать до- 
бавлением к антисыворотке специфического антигена — например, 
добавлением мет-энкефалина (10 мкМ) к антителам против мет- 
энкефалина. Указанная активность, таким образом, впервые дала 
возможность специфически продемонстрировать распределение 
мет-энкефалина в мозгу [38]. Общее анатомическое описание 
энкефалинов приведено детально в других статьях [11, 31, 38]. 
При сравнении распределений мет- и лей-энкефалинов не выявлено 
каких-либо специфических различий в анатомии двух систем. 
К настоящему времени, однако, еще неясно, имеют ли эти предпо- 
лагаемые нейромедиаторы уникально идентичное распределение в 
раздельных системах, или же они существуют внутри одних и тех 
же нейронов. Для решения этой проблемы нами начаты электрон- 
но-микроскопические исследования. 





В-ЛИПОТРОПИН И АКТГ 


В этих исследованиях были использованы антитела, получен- 
ные от доктора Ли и описанные ранее [39]. В-Липотропин хорошо 
выявляется в цитоплазме клеток и в четковидных аксонах (рис. 1). 
Наиболее высокое содержание В-липотропина обнаружено в ме- 
диальном гипоталамусе (с телами нейронов в медиальном базаль- 
ном гипоталамусе и аркуатном участке), в перивентрикулярном 
ядре таламуса в области чечевицеобразной петли, в 2опа сотраба 
зизап На п!ега (черного вещества), в медиальном миндалевид- 
ном ядре, в опа шсега периакведуктальной центральной серой 
области, в 10сиз соеШеиз и в малочисленных волокнах ретикуляр- 
ной формации. : 

Установленное этим методом распределение В-ЛИГ соответ- 
ствует результатам радиоиммунологического теста, показываю- 
щего, что наиболее высокая концентрация В-ЛПГ находится в ги- 
поталамусе. Это распределение, однако, отличается от распределе- 
ния энкефалинов, описанного иммуноцитохимически. Хотя имеется 
несколько областей, в которых между содержанием энкефалинов и 
В-ЛПГ наблюдается соответствие (например, высокие концентра- 
ции в центральном сером веществе и медиальном таламусе, отсут- 
ствие активности в мозжечке), имеется также и несколько обла- 
стей, в которых нет такого соответствия (например, высокие кон- 
центрации энкефалинов в бледном шаре и центральном миндале- 
видном ядре при низкой активности В-ЛИГ в этих участках). Рас- 
пределение В-ЛГТГ-реактивных тел нейронов в периаркуатном 
Участке строго характерно для этого вещества и отличается от 
характера распределения энкефалин-положительных клеток в дор- 























































Х. Акил, С. Уотсон, Ф. Бергер и др. 


Эндорфины. В-ЛПГ и АКТГ 


137 


сальном гипоталамусе. В настоящее время предпринимаются по- 
пытки нанести специфические повреждения с одновременной ви- 
зуализациеи и определением содержания В-ЛПГ и мет-энкефалина 
с тем чтобы определить парал 


лелизм и различия этих двух систем. 
Возможно, что описанное 


в этой статье распределение 8-ЛПГ 
может соответствовать распределению В-эндорфина, а не мет-эн- 


кефалина. Если это так, то система Е 


3-ЛПГ — В-эндорфин должна, 
казалось бы, быть анатомически разобщена с мет-энкефалином. 
Предварительные исследования повреждений показали, что систе. 


ма В-ЛИГ исходит из клеток медиальнобазального гипоталамуса 
и проецируется вдоль всего спинного мозга. 

Пеллетье и др. [28] показали, что АКТГ (адренокортикотроп- 
ный гормон) и В-ЛИГ обнаруживаются в одних и тех же запасаю- 
щих гранулах кортикотрофов и клеток интермедиальной доли ги- 
пофиза. Недавно Мэйнс и др. [24], используя линию клеток мыши- 
ной опухоли гипофиза А--Т—20/2—16\у, показали, что АКТГ и 
8-ЛПГ имеют общий белковый предшественник и что АКТГ, 
В-ЛПГ и В-эндорфин запасаются и затем выделяются совместно. 
Кригер и др. [20], используя радиоиммунологический тест, обна- 
ружили присутствие АКТГ в некоторых областях мозга крыс. При- 
нимая во внимание эти результаты и описанную в данной статье 
локализацию В-липотропина, мы предприняли иммуноцитохимиче- 
ское изучение АКТГ в мозгу крыс. Используя очищенные аффинной 
хроматографией антитела в АКТГ! 24 [10] (любезно предостав- 
ленные Р. Мэйнсом и Б. Эйпером), мы получили возможность ло- 
кализовать АКТГ-положительные клетки и волокна в некоторых 
участках мозга крыс. Клетки, дающие при окрашивании положи- 
тельную реакцию на АКТГ, обнаруживаются в аркуатном ядре и 
несколько латеральнее его. Плотные волокна видны в срединном 
возвышении аркуатного участка и в ближайшем окружении треть- 
его желудочка. Остальная часть гипоталамуса, перивентрикуляр- 
ный таламус, периакведуктальная серая область, медиальное мин- 
далевидное ядро содержали умеренное количество АКТГ-положи- 
тельных волокон. Антисыворотка к АКТГ не блокировалась В-ли- 
потропином и В-эндорфином, но полностью блокировалась 100 нм 

КТГ, 54. В предварительных исследованиях односторонние по- 
вреждения, вызывающие снижение количества или разрушение 





Рис. 1. А. Четковидные В-липотропинсодержащие волокна в а 
ядре гипоталамуса вблизи ПП желудочка (звездочка) взрослых крыс (Х < № 

епрямой иммуногистохимический метод с использованием в качестве ыы 
пероксидазы хрена и диаминобензидина. Б. Содержащие В-липотропин Та 
ростки нейронов в аркуатном ядре того же животного, что и на ие -. мы ое: 

етод окраски тот же, что и на рис. А. Обратите внимание на обозначенн 
стрелкой слабо окрашенное клеточное ядро. В. АКТГ-содержащие волокна в 
вентромедиальном ядре гипоталамуса (Ж414). Г. АКТГ-содержащие клетки в 
аркуатном ядре того же животного, что и на рис. В (Х414). Обратите внима- 
НИЕ на слабо окрашенные клеточные ядра. 
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В-ЛПГ-содержащих волокон, снижали также у оличество АК 
содержащих волокон на о стороне. типофизэктону 
ванных крыс на 12-й день после операции не отмечал 
ний активности АКТГ в мозгу. - 
Хотя эти результаты еще и не доказывают сосуществования 
АКТГ, В-ЛПГ и В-эндофина в одних и тех же клектах, они соот. 
ветствуют тезису об общем предшественнике. Интересно Подумать 
над следующим предположением: если АКТГ и В-эндорфин актив. 
ны в мозгу и обнаруживаются в одних и тех же нейронах, то пу 
регуляция по принципу обратной связи, взаимодействие с рецеп. 
торами и фармакология должны быть относительно СЛОЖНЫМИ По. 
цессами. Возможное выделение двух активных нейрорегуляторных 
пептидов единичной клеткой может существенно повлиять на 
сформулированный Дэйлем принцип «одна клетка — один меди: 
атор». И наконец, если будет доказано участие опиоидных пептидов 
В возникновении психозов или в контроле настроения, то связь 
между этими психологическими состояниями и стрессом может 
оказаться более прямой, чем это ранее предполагалось. 


ктивности в мозгу, причем ее 
ровало с анальгезивным эффектом [2, 23]. 
‚› Однако, что при этих измерениях не производи- 
лось разграничения энкефалинов и эндорфинов или возможных 
чников. И хотя в наших опытах общая опиа- 
ы, изменялась, другие исследо“ 
мунологический тест, не обнару- 


различных участках мозга 
проводятся и некоторые 
дальнейшего изучения этог 


эндорфина и энкефалинов 
кого стресса. Тем и 
исследования дл 
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достоверное влияние обработки налоксоном до стресса на пост- 
стрессовую чувствительность к боли (через 3 мин после стресса 
латентность В контроле составляла 5 с, у животных, получавших 
налоксон, — 3,6 с; р< 0,02). Необходимо, однако, отметить, что эта 
блокада является неполной и что у различных животных налоксон 
действует по-разному. Хотя эффект налоксона свидетельствует о 
важной роли эндогенных ОПИОиДОвВ В индуцированной стрессом 
анальгезии, его частичный и изменчивый характер указывает так- 
же на то, что данный феномен представляет собой очень сложное 
явление, включающее как опиоидные, так и не опиоидные меха- 
низмы подавления боли. 


ВЛИЯНИЕ ТОЛЕРАНТНОСТИ К ОПИАТАМ 


Мы предположили, что толерантность к морфину может при- 
водить к феномену, подобному «перекрестной толерантности» к 
стрессу, иначе говоря, у толерантных к морфину животных дейст- 
вие стресса на чувствительность к боли должно быть ослабленным. 
В двух отдельных экспериментах мы имплантировали крысам пи- 
люли морфина (п=6) в течение 3 последовательных дней. Крысы 
контрольной группы получали пилюли плацебо. Через 36 ч после 
последней имплантации пилюль у животных проверяли реакцию 
подергивания хвостом; экспериментальные животные действитель- 
но оказывались толерантными к морфину, поскольку их базальная 
реактивность была такой же, как и у контрольных животных 
(в обеих группах реакция наступала через 3,9 с). Крыс обеих 
групп позже подвергали стрессу, исходя из обычных параметров 
шока конечностей (3.мА, продолжительность 1 с, 1 импульс в 5: с). 
В контрольной группе животных наблюдали обычную картину 
анальгезии с возвращением к контрольной латентности через 
15 мин после стресса. Парадоксально, что в группе толерантных 
к морфину животных действие стресса было усилено. У них раз- 
вивается полная анальгезия, причем состояние анальгезии сохра- 
няется в течение нескольких часов и не возвращается к исходному 
Уровню (для сравнения см. табл. 2). Создается впечатление, что 
стресс подавляет толерантность к морфину, а не индуцирует пе- 
рекрестную толерантность. Возможные механизмы, обусловливаю- 
щие феномен, в настоящее время исследуются. 

В заключение можно сказать, что приведенные выше резуль“ 
таты свидетельствуют о том, что между эндогенными опиоидами, 
стрессом, болью и толерантностью к опиатам существует, по-види- 
мому, сложное взаимодействие. Оказалось, что индуцированная 
стрессом анальгезия частично блокируется налоксоном и в про- 
верочных опытах снижается при инфузии антител к мет-энкефалину. 

другой стороны, толерантность к морфину не только неэффек- 
тивна в блокировании индуцированной стрессом анальгезии, но И 
приводит к парадоксальному усилению анальгезивного ответа. 





140 Х. Акил, С. Уотсон, Ф. Бергер и др. 


Таблица 


Влияние хронического введения морфина на индуцированн 
стрессом анальгезию. Латентность подергивания хвостом 
(в секундах). Отключение=8 см 

















нии ини о 
= Базальный Е 
УровенЕ а ЕЕ | 4—6 | 7—3 10—12 | в 
Контрольная группа (п=6) х=СОь! 3,9 |717 6,1 =. _ 3,5 
0,1 |0,2 |0,6 | 05 0,5 |03 
Группа с таблетками морфина (п=6)| 3,9 7,95 | 7,92) | 7,98) | 7,58) 7,68) 
х=СО9 =- ЕЕ ЕЕ в ЗЕ + 
0,2 0,1 ОР: О, 1 |073 0,2 
об средняя ошибка. Отличие от контроля по +-тесту. а 
2) р< 0,02. 
3) р< 0,001. 
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ний У крыс проводили тест на анальгезию, используя в качестве 
критерия признак подергивания хвоста. Для биохимической стадии 
эксперимента брали только тех животных у 

’ 


. которых после стиму- 
ляции Достоверно увеличивалась латентность. Идеальные не 
метры для индукции анальгезии определялись индивидуально для 


каждого животного. В этих экспериментах были использованы три 
группы: контрольная группа животных, в которой проводили 
имплантацию электродов и тестирование без стимуляции перед 
забоем животных; группа, в которой у животных производили 
раздражение центрального серого вещества за 20 мин до забоя; 
группа, в которой электростимуляция проводилась в течение 3 ч 
до забоя. Мозг крыс быстро извлекали и из него отделяли цент- 
ральный участок (продолговатый мозг — мост), срединный участок 
(включая. участок среднего мозга, в который имплантировали 
электроды) и ростральный участок, включающий стриатум (по- 
лосатое тело). Выделенные участки экстрагировали, используя 
описанную выше хроматографию на ХАРО-1[,-и определяли содер- 
жание энкефалиноподобной активности с использованием радио- 
рецепторного теста. Как показали полученные нами результаты, 
длительная электрическая стимуляция участков мозга приводила 
к достоверному снижению содержания эндогенных опиоидов 
(70=8% от контрольного уровня, р< 0,05), за которым следовало 
компенсаторное увеличение через 3 ч после стимуляции (150= 10% 
от контрольного уровня, р< 0,02). 


ИССЛЕДОВАНИЯ НА ЧЕЛОВЕКЕ 


Примерно 30 больных с неполдающимися лечению болями 
получали интрацеребрально стимуляторы для облегчения боли 
[30]. В течение первой стадии хирургического вмешательства при 
стереотаксическом введении электродов под местной анестезиеи 
было возможно получать много образцов СМЖ. Мы и 
такие серии образцов от 8 пациентов, причем первый ор 
каждой серии всегда отражал предшествующий а р 
зальной уровень, а последующие 3—4 образца р Пе ый 
мерно с 5-минутным интервалом в течение анальгез ру ны 
рической стимуляции. Полученные образцы я и и: 
В сотрудничестве с доктором Дж. Хьюсом (Эберди тЫ 
< использованием теста на Уа$ 4еегеп$, либо сам НИ 
помощью описанного выше анионообменного але. а 
некоторых больных и отмечалось временное я о 
ния энкефалинов в течение нескольких а Е 
муляции, у всех исследованных нами пациент = 
и Нее Е 6802 пмоль/мл; через 
аш : льный ›68= 
т ея а. ,3 имоль/мл; критическое значение по 
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парному {-тесту=2,93; р<0,02). Не следует беспокоитьс 
приведенного выше нормативного уровня (3,1 пмоль/мл 


35 
снижении содержания эндогенных опиатов в люмбальной си 
пациентов с болями. 

В приведенных исследованиях впервые было продемонс 
ровано высвобождение эндогенных опиоидов ш \ хо У человека, 
В сочетании с данными, полученными при изучении животных, эти 
результаты дают основание думать, что при фокальной стимуляции 
определенных участков мозга содержание энкефалинов может су: 
щественно изменяться. Более специфические повреждения могут, 
вероятно, позволить получить более точную оценку динамики из. 
менений, происходящих после электрической стимуляции. 


три: 


Клинические исследования 


Некоторые авторы предполагают, что эндогенные опиоиды иг- 
рают важную роль в развитии психических расстройств у человека 
|1, 5]. В предварительном сообщении Терениус и др. [36] указы: 
вали на повышение содержания эндогенных опиоидов в СМЖ 
больных шизофренией — эффект, который, по-видимому, снимался 
высокими дозами нейролептических средств. В другом предвари- 
тельном сообщении Гунн и др. [15] приводят данные о действии 
0,4 мг налоксона на слуховые галлюцинации у шести больных 
шизофренией. Эти исследования проводились без использования 
двойного слепого метода, в связи с чем несколько групп исследо- 
вателей попытались применить двойной слепой метод к более 


обширным группам больных и получили в итоге негативные ре- 
зультаты [9, 18, 37]. Мы предприняли аналогичные исследования, 
отличающиеся от предыдущих экспериментов по трем важным 
пунктам: 


1. При отборе больных мы исходили из многих критериев, вы- 
бирая больных с хронической недифференцированной шизофрени- 
ей или паранойей с продолжительными слуховыми галлюцинация- 
ми и легко ранжируемой патологией. Больных оценивали по шка- 
лам рангов ММН или ВРЕ$ и диагностировали у них хроническую 
шизофрению (параноидную или хроническую недифференцирован- 
ную), исходя из множества критериев, включающих в себя сле- 
дующие: указания диагностического и статистического руковод- 
ства П американской ассоциации психиатров, а также критерии, 
предложенные Фейнбергом и др. [12] и Тейлором и др. [34]. 
Половину группы больных поддерживали на стандартном лечении 
нейролептическими средствами, а вторая половина больных не по- 
лучала лекарственных препаратов в течение по крайней мере т 
недель. Десять больных, у которых исследовали действие налок 
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ъ на, были отобраны из группы в 1000 больны 

















| о. х в госпитале Пало 
| 2. Доза нало 
х д ксона (10 мг, внутривенно) в нашем иссл - 
] была в 25 едова 
НИИ В раз выше, чем дозы, которые вводили Г 
М. 15], и значительно выш ] : Ао 
(1 е, чем доз 
, дозы, использованные - 
| во всех ис 
ел следованиях с негативными резу) ‹ 
0, ео результатами. Необходимость в такой 
НЫ, снована на двух соображениях: во-первых, эндор- 
Ц 
ОЖ Таблица 3 
я и} Влияние налоксона на беспокойство и галлюцинации у 
м ту, больных шизофренией!) 
Ив 
| Плацебо | Налоксон 
Простой слепой метод, Н — ——— УЗЫ 
п=2 А———— х=2,0-1,0 
ОИДЫ 11 
Е | Плацебо | Налоксон 
| указ 
В ыы Двойной слепой метод, Н х=1,0—0,35 х=2,38=0,68 
снимал п=8 (1=2,0 Е.Д.) ({=3,49; р<0,02) 
гредва" А х=0,88=0,77 х=1,8=0,59 
дейст (#=1,16 Н.Д.) (1=2 ,96; р<0,05) | 
ЬН | 
бол Е ) Средние значения средняя ошибка в каждом отделении таблицы представляют со- | 
[53082 бой усредненные изменения значений, характерных для условий, обозначенных соответсг- | 
ео: ВлОЩИМ лекарственным препаратом. Изменение пунктов представляет собой разницу между | 
ИС , азальным числом. пунктов по шкале рангов ММН и таковым через 75—90 мин после ин- 
бол Фузии. Чем больше значение, тем сильнее снижение патологии. Н — изменение пунктов при 
К Е галлюцинаций; А — изменение пунктов при оценке беспокойства. У двух больных, 
ные р роанализированных простым слепым методом, обнаружены изменение галлюцинаций и бес- 
[В у ОХООтЕа соответственно на 4,5 и 2,0 пунктов после внутривенной инфузии 10 мг налоксона. 
ед08 ых О Небо ОЕ слепым методом, не обнаружено достоверного 
Н иб а при инфузии плацебо, но о наружены достоверные изменения в галлюцинациях 
важ С после инфузии наколсона. 
- — не достоверно. 
й 
р фины, как сообщалось, требуют значительно больше налоксона 
] р Для обращения эффекта, чем эквипотентные дозы опиатных алка- 
08 ий , 
о лоидов [19]. И во-вторых, опиатные алкалоиды, вызывающие гал- 
‚ 00 люцинации и негативные эмоции у человека, такие, как циклозо- 
ес”, цин и ЗКЕ 10047, также требуют для обращения в 40—60 раз 
НИ 0 6 
00 ольшие дозы налоксона. Фактически, исходя из таких данных, 
ДИР с 
И м Мартин и сотр. [25] высказали предположение о множественности 
и популяций опиатных рецепторов. 
7. и. 3. Эффекты налоксона наблюдались в течение нескольких 
хр’ Ви < Часов после инъекции, а не в течение 30—60 мин, как это было 
И в некоторых предшествующих исследованиях. Хотя обращение ня- 
бе локсоном эффектов морфина и героина может быть немедленным, 
я мы показали, что некоторые эффекты налоксона могут быть более 
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долгодействующими — вплоть до нескольких часов [2]. Возмо 
далее, что блокирование опнатных рецепторов может приводить у 
вторичным эффектам, выражающимся в изменени ` 
или эмоциональном состоянии. 

Короче говоря, план нашего исследования был следующии. 
восемь из десяти наших больных обрабатывались по ДВОЙНОЙ сле. 
пой перекрестной программе. Проводили два независимых к С, 
разделенных по крайней мере двумя днями. В результате каждого 
курса было получено базальное ранжирование с использованием 
шкал рангов, ряда градаций галлюцинаций и ряда градаций на. 
строений. Затем проводили инфузию, и больной вновь ранжировал- 
ся в течение 30 мин и затем в течение 6бчс 45—60-минутными 
интервалами. Первых двух больных обследовали с применением 
простого слепого метода, чтобы увериться в безопасности и вы- 
полнимости процедуры. Весь статистический анализ проводился на 
больных, испытанных по двойному слепому методу. 

Данные о влиянии налоксона на результаты подсчета беспо- 
койства и галлюцинаций через 90 мин. после инъекции суммиро- 
ваны в табл. 3. Как можно видеть, налоксон в этой дозе оказывает 
слабое, но статистически достоверное действие на результаты 
подсчета галлюцинаций и беспокойства. Другие подсчеты остаются 
неизмененными. Четверо из десяти больных обнаруживали двух 
фазный ответ на налоксон. При первом обследовании после инфу- 

умеренная дисфория, беспокойство или 
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или надежности некоторых его эффектов, особенно влияющих на 
внутренне субъективное и изменчивое поведение. 

Мы понимаем, таким образом, что, исходя из наших резуль- 
татов, можно только строить предположения, но отнюдь не делать. 
окончательных выводов. В связи с этим мы выбрали для иссле- 
дований длительно действующий, принимаемый перорально опиат- 
ный антагонист налтрексон (250 мг/день). Это позволяет нам 
удлинить фазы приема препарата и плацебо до нескольких не- 
дель, что в свою очередь обеспечивает длительные наблюдения, 
стабильность исходного уровня И снижает эффект повторных об- 
следований больных. Предварительные наблюдения в четырех 
случаях с незашифрованными больными выявили отсутствие су- 
щественной токсичности или абстинентных эффектов при дозе в 
950 мг. Мы отметили умеренное улучшение у этих больных, осно- 
вываясь на общем ранжировании и нескольких субкатегориях по 
шкале рангов МН. Хотя по некоторым из этих категорий наблю- 
даемые изменения соответствуют результатам, полученным в опы- 
тах с налоксоном, никаких окончательных выводов мы делать не 
можем до тех пор, пока мы не закончим проводящиеся сейчас ран- 
домизированные перекрестные исследования двойным слепым ме- 
тодом. 

В заключение можно сказать следующее: мы понимаем, что 
действие более высоких доз опиатных антагонистов на выбранную 
популяцию больных с психотическими состояниями заслуживает 
длительного и тщательного исследования. 


Заключение 


В настоящей статье мы наметили несколько направлений ис- 
следований, касающихся роли эндогенных опиоидов и родственных 
пептидов в функционировании мозга. Мы описали методы экстрак- 
ции и определения этих веществ, позволяющие проводить анализ 
больного количества малых образцов. Результаты анатомического 
исследования свидетельствуют о дифференциальном распределении 
В-липотропиновых и энкефалиновых трактов, тогда как АКТГ-по- 
добная реактивность оказывается параллельной активности в-ЛПГ 
в мозгу крыс. Физиологические и фармакологические исследова- 
ния подтвердили представление о роли энкефалинов и эндорфинов 
в модуляции боли и реактивности на стресс у крыс и человека. 
Однако их взаимодействие не поддается описанию в рамках про- 
стых моделей. Например, налоксон частично блокирует индуциро- 
ванную стрессом анальгезию, толерантность же к морфину при- 
водит к резкому усилению этого феномена. Анальгезивная элект- 
рическая стимуляция участков медиального серого вещества при- 
водит к достоверным, зависящим от времени изменениям в содер- 
жании энкефалина в мозгу крыс и увеличению его содержания в 
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ТНОЙ ХРОМАТОГР 
ЛЬЗОВАНИЕ ЖИДКОС 
27а ПОД ВЫСОКИМ ДАВЛЕНИЕМ 

ДЛЯ ИЗУЧЕНИЯ ЭНКЕФАЛИНОВ 


АФИи | 


Дж. Л. МИК, Т. П. БОХАН 
(1. Г. Меек, Т. Р. Вовап) 


Большая часть исследований эндогенных Лигандов опиатных 
рецепторов проведена с использованием традиционных биологиче- 


ских методов, иммунологических тестов и тестов на связывание с 
рецепторами. Жидкостная хроматография под высоким давлением 
(ЖХВД) может с 


лужить ценным дополнительным методом в та- 


возможности разд. 
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Методы 


Разделение в системах ЖХВД проводили на короткой колонке 
(25—50 см), равномерно заполненной мелкими частицами 
(<30 мкм). Маленький размер частиц обеспечивает высокое раз- 
решение и быструю кинетику обмена, но их использование требует 
применения насосов высокого давления для элюирующих раство- 
ров (подвижная фаза) [9]. Обычно определение количества элюи- 
руемых соединений производится непрерывно с использованием 
какого-либо детектора — ультрафиолетового, флуоресцентного, оп- 
ределяющего показатель преломления или электрохимического. 
К сожалению, ни один из этих детекторов не обладает требуемым 
сочетанием чувствительности и специфичности, которая обеспечи- 
ла бы измерение малых количеств эндогенных пептидов в экстрак- 
тах тканей, содержащих очень большие количества других соеди- 
нений. В связи с этим мы использовали электрохимический детек- 
тор только для установления характера элюции аутентичных стан- 
дартов, тогда как для действительного выявления опиатоподобных 
соёдинений из экстрактов тканей мы исследовали элюируемые 
фракции по тесту на связывание с опиатными рецепторами. Хро- 
матографическая система [4] состояла из мини-насоса МЩоп КВоу, 
перегородочного инжектора, стеклянной колонки размером 0,5 мж 
2.1 мм, заполненной катионообменной смолой Рироп СИ 
электрохимического детектора В!оапа!уНса! 5узеи1$ (\\езё Г.ата- 
уеНе, 114.) Этот детектор измеряет ток, возникающий при электри- 
ческом окислении соединений на поверхности угля. Разделение 
проводилось с фосфатом натрия В качестве подвижной фазы 
{0,1 М, рН 6,0), прокачиваемого со скоростью 0,66 мл/мин (350— 
500 атм). При РН 6 пептид Туг-С1у-С1у-Рве лишь слегка задержи- 
вается колонкой и элюируется вслед за свободным объемом (вре- 
мя удержания 1 : 0,5). Мет- и лей-энкефалин полностью отделяют- 
ся друг от друга и от пептида Туг-@1у-СЛу-Рве и элюируются с 

временами удержания 3:20 и 6: 55. При этих условиях следую- 
щий, более длинный гомолог мет-энкефалина Аго-Туг-С1у-СЛу-Рве- 
Ме, а также а- и В-эндорфины полностью задерживаются колон- 
кой (удержание более 30 МИН). 
Хроматография образцов ткани требует концентрирования 
экстрактов в небольшие объемы для инжекции и удаления суб- 
клеточных частиц и высокомолекулярных соединений, снижающих 
эффективность разделения на колонке. Для выделения мет-энкефа- 
лина из ткани кишечника ткань (2 г) гомогенизировали в 5 объе- 
мах бутанола, содержащего 1 мл НС! на 100 мл бутанола и избы- 
ток кристаллического МаС1. После центрифугирования бутаноль- 
ную фазу смешивали с гептаном и экстрагировали водным раство- 
ром муравьиной кислоты (0,4 н). Водную фазу лиофилизировали 
и полученный остаток вновь растворяли в 200 мкл НСО. РН рас- 
-твора доводили до 4—5 с помощью 2 М ацетата калия и аликво- 
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вому для аутентичного мет-энкефалина. Никакого опиатоподобного 
материала не обнаруживается, однако, в области элюата, соответ- 
ствующей лей-энкефалину. Эта неспособность обнаружить лей- 
энкефалин обусловлена, по-видимому, меньшей чувствительностью 
рецепторного теста в отношении лей-энкефалина, более низкой 
концентрацией в тканях лей-энкефалина и большим разведением 
образца, обусловленным уширением пика в области лей-энкефали- 


на (рис. 1) 
Таблица 1 


Концентрация мет-энкефалина в тонком кишечнике 
морских свинок’ 





Концентрация 
Ткань * мет-энкефалина, нг/г 





Привратник 758,9 
Верхняя часть тощей кишки 67- 10 
Нижняя часть тощей кишки-- верхняя часть 


подвздошной кишки 77-518 


1) М=9. Ткани гомогенизировали в бутаноле сразу после выделения, 


Содержание мет-энкефалина в различных участках кишечни- 
ка морской свинки приведено в табл. 1. Концентрации оказыва- 
ются сходными вдоль всей длины тонкого кишечника. Равновесная 
концентрация этого энкефалина в кишечнике может поддержи- 
ваться при инкубации т уЦго (табл. 2). 

Таблица 2 


ЦИИ мет-энкефалина в кишечнике морских 


Концентра! 
свинок после попытки подавить его синтез 
т УНгой 
Концентрация 
Условия инкубации мет-энкефалина 
в ткани, нг/г 
644,8 


Раствор Тироде с аминокислотами 
Раствор Тироде без аминокислот -- циклогекси- 


мид (10— М) + ингибитор трипсина из яич- 
ного белка (0,1 мг/мл) 677,6 


' №=4. Ткань от двух морских свинок собирали, разделяли на 8 образцов 


и инкубировали в течение 6 ч. 

Чтобы выяснить, обеспечивается ли постоянство концентрации 
непрерывным быстрым синтезом, мы попытались блокировать син- 
тез энкефалина, удаляя из инкубационного буфера аминокислоты 
и добавляя ингибитор синтеза белка (циклогексимид) и ингиби- 
тор трипсина и химотрипсина (табл. 2). Добавление последнего 
ингибитора было связано с тем, что мет-энкефалин может обра- 
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зовываться в результате триптического расщепления В-л 
на или других предшественников. Использованные нами 
не оказывали видимого влияния на концентрацию мет-энке 
следовательно, динамика запасания мет-энкефалина не поддержи. 
вается ни рибосомным синтезом белка, ни неспецифическим гидро 
лизом пептидных связей. Возможно, однако, что выбранные Усло- 
вия не приводят к подавлению синтеза энкефалина. Нельзя, одна. 
ко, исключить и другую возможность — существование большого 
запаса предшественника (ов) энкефалина, при образовании из ко- 
торого энкефалин может выщепляться благодаря процессу, не по- 
давляемому ингибитором трипсина. 

При анализе материала, полученного из полосатого тела кры- 
сы, характер элюции оказывается сходным с тем, который приве- 
ден на рис. 1, с той лишь разницей, что обнаруживается более вы- 
сокое содержание мет-энкефалина. И в этом случае эндогенные 
лиганды опиатных рецепторов, обнаруживаемые в элюате с колон- 
ки, обладают таким же временем удержания, как и мет-энкефа- 
лин, и при этом не обнаруживается материала, влиявшего бы на 
связывание налоксона и обладавшего бы временем удержания, ха- 
рактерным для лей-энкефалина. Для количественного определения 
концентрации мет-энкефалина в мозгу были получены экстракты 
от 8 крыс, забитых микроволновым облучением. Концентрация мет- 
энкефалина в полосатом теле крыс оказалась равной 1,3 
тов мкг/г ткани (№=8), что соответствует данным Янга и др. 


Условия 
Фалина, 


Катаболизм энкефалина исследовали 
Мы использовали 


от любых возмож 
мет-энкефалин легко раз 
но ингибировать о-ф 


з ш ум и ш ую [4]. 
Н-мет-энкефалин, поскольку его легко отделить 


рев 40 раз быстрее, чем гидролиз С-концевой связи. Для изучения 
катаболизма мет-энкефалина ш \уо 


теля инъецировали внутрижелудочков 


фалина разрушалось в течение менее чем | мин. 


Обсуждение 


Проведенные исследования пока 


. 
х зали, что, используя ЖХВД, 
можно отделить лей-энкефалин от 


Ограничен- 


цию пептидов в элюате с колонки 


Грубер и др. [3] смогли о 
изе, получая флуоресцентные ий 
нако концентрация этих пептид 


зические методы. Так, например, 
окситоцин и вазопрессин в гипоф 
изводные с флуоресцамином; од 


Ипотроп. 
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в ткани на порядок выше, чем концентрации, обнаруженные для 
других пептидов в мозгу. Представляется вероятным, что даль- 
нейшая разработка детекторов, таких, как ртутный адсорбцион- 
ный детектор для сульфгидрильных групи [6], которая позволит 
повысить чувствительность колонок или улучшит их селективность, 
значительно революционизирует эту область исследований. В на- 





нь стоящее время, однако, отсутствие подходящих колонок создает 
0 ба дополнительные трудности, осложняющие применение ЖХВД в 
ый ‚й качестве общего метода изучения пептидов. Силикагель, исполь- 





зуемый обычно для исследования низкомолекулярных соединений, 
имеет тенденцию адсорбировать белки, что исключает возможность 


о т его использования в качестве молекулярного сита. Ни один из ма- 
рый териалов, полученных на основе декстрана (сефадексы, которые не 
СЯ б адсорбируют белков), не обладает достаточной жесткостью, чтобы 
ВЕ обеспечить разделение под высоким давлением. Обнадеживающи- 

ми являются работы на несжимаемых набивках [2], равно как и 


эксперименты со слабым анионообменником (ДЭАЭ-силикагель). 
Сильные катионообменные колонки, как показано в нашей статье, 


ЯВШОй могут быть использованы для разделения некоторых небольших 
Дераий пептидов, но в случае белков или пептидов, содержащих многочис- 
сотый ленные катионные остатки, их использование сталкивается с опре- 


деленными трудностями. Обратнофазная хроматография представ- 
ляется наиболее обнадеживающим методом для разделения пепти- 


утра 

и дов и белков методом ЖХВД, поскольку имеются колонки с высо- 
раз м кой эффективностью и слабой тенденцией к необратимой адсорб- 
м ди ции белков. Однако предстоит еще много трудиться для разра- 


ботки общего приемлемого метода. В настоящее время разделение 
пептидов может проводиться на основе принципа «от случая к 


й 
о случаю», поскольку многочисленные функциональные группы в 
а. | молекуле создают громадные сложности в ее удержании. В случае, 
20 у описанном в нашей статье, выбранная набивка колонки задержи- 
коту вала энкефалины благодаря сочетанию липофильной адсорбции и 
роз" катионного обмена. Значение РН для разделения было выбрано 
О хр таким образом, чтобы обеспечить резкое изменение удержания эн- 
Дия кефалинов в зависимости от рН: при РН 5 энкефалины удержи- 
и ваются полностью, а при РН 7 не удерживаются совсем. Сдвиг 
И обусловлен подавлением ионизации карбоксильных групп. Хотя 
$ значение рК карбоксильных групп большинства пептидов лежит в 


области 3—4, энкефалины, по-видимому, обладают вторичной 


структурой, влияющей на их ионизацию. 

Тест, который мы использовали для 
фалина в полосатом теле (стриатуме), полностью отличается от 
иммунологического теста, использованного Янгом и др. [10], но 
полученные значения оказались сопоставимыми. Следовательно, 
эти значения близки, по-видимому, к истинным. Если предполо- 
жить, что они правильны, то значения, полученные Синантовом и 
Снайдером [7], оказываются более чем на порядок ниже; причи- 


определения мет-энке- 
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ной такого расхождения является, по-видимому, низкий вы ь 
С помощью биотеста Смит и др. [8] обнаружили 55 нг/г мет 
фалина в подвздошной кишке морской свинки; это значение 
ко к установленному в наших экспериментах. Получены такж 
ные о присутствии энкефалиноподобной иммунореактивности 
шечнике человека. 

Предварительные исследования высвобождения энкефалина из 
кишечника морской свинки дают основание надеяться, что эту си. 
стему можно будет использовать в качестве модели для изучения 
синтеза энкефалина. Установив зависимость высвобождения от 
времени, можно провести эксперименты, в которых будет выясне- 
но, происходит ли синтез этих соединений. Затем можно провести 
эксперименты, позволяющие выяснить, как происходит синтез: 4е 
поуо или из предобразованного предшественника? Далее представ- 
ляется возможным добраться до нейронных петель, регулирующих 
высвобождение энкефалина в кишечнике. Для этого следует про- 
следить высвобождение энкефалина после аппликации различных 
существующих, как известно, в ткани кишечника агонистов пост- 


синаптических рецепторов (таких, как ацетилхолин, серотонин или 
норадреналин). 


`ЭНке- 
близ. 
е дан- 
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ЭНКЕФАЛИНЫ МОЗГА КРЫС. 
РАСПРЕДЕЛЕНИЕ И БИОСИНТЕЗ 


Х.Ю. Т. ЯНГ, Дж. С. ХОНГ, В. ФРАТТА, Е. КОСТА 
(Н.-У. Т. Уапа, У. $. Нопе, М. ЕгаНа, Е. Соза) 


В 1975 году Хьюс и др. [7] выделили из мозга свиней и хими- 
чески охарактеризовали два пентапептида — мет. и лей-энкефали- 
ны. С тех пор накоплены данные, свидетельствующие о существо- 
вании энкефалинэргической нервной передачи, но точная физиоло- 
тическая роль этих пептидов еще не выяснена. После открытия 
энкефалинов было установлено существование другой группы эн- 
догенных лигандов для этих опиатных рецепторов: эти лиганды 
получили название «а-, В- и у-эндорфины» ([1, 5, 8, 9]. Для исследо- 
вания роли, которую играют энкефалины в нервной передаче, мы 
разработали чувствительный и специфический метод измерения эн- 
кефалинов в небольших дискретных участках мозга крыс и пред- 
ложили относительно простой метод, позволяющий измерять 
включение ЗН-тирозина или ЗН-глицина в энкефалин мозга крыс. 
Мы расцениваем полученные нами результаты как достаточно об- 
надеживающие для дальнейшего развития такого подхода к изу- 
чению действия лекарственных препаратов на энкефалинэргиче- 
скую передачу. 


Методы 


Радиоиммунологический тест. Распределение энкефалина в 
мозгу крыс определяли с помощью описанного ранее иммунологи- 
ческого теста [11]. Вследствие слабой перекрестной реактивности 
между лей-энкефалином и антителами к мет-энкефалину и между 
мет-энкефалином и антителами к лей-энкефалину мы Для под- 
тверждения результатов определяли содержание энкефалинов в 
полосатом теле (стриатуме) с помощью радиоиммунологического 
теста после разделения энкефалинов жидкостной хроматографией 
под высоким давлением (ЖХВД). Эта процедура была выполнена 
докторами Мик и Бохан (см. данное издание). 

Включение радиоактивной метки в мет-энкефалин мозга. 
ЗН-глицин (15 Ки/ммоль) или зН-тирозин (15 мКи/ммоль) вводи- 
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ли путем инфузии в латеральный желудочек мозга 
150 мкКи (30 мкл) на крысу в течение 30 мин. 
сфокусированным микроволновым облучением ч 
интервалы времени после окончания инфузии. Уч к =. 
рагировали 0,1 н уксусной кислотой. ‚Экстракты нейтрализоваля 
1 н. МаОН и затем выделяли меченый мет-энкефалин аффинно 
хроматографией на колонке с антисывороткой. 

Аффинная хроматография на колонке с антисывороткой ; 
мет-энкефалину. Колонка с антисывороткой к мет-энкефалину бы. 
ла приготовлена путем конъюгации частично очищенной антисы- 
воротки к мет-энкефалину или контрольной сыворотки с активи- 
рованной бромцианом се И 
концентрация 0,2 М трис-буфер, рН 7,4, содержащий 0,1% альбу- 
мина и 0,06% 

Ж1О см). Коло 
вения из элюа 
ли 2 н. уксус 
тивности. Ра 
тилляционно 
нанесенные на колонки с се 
ровали на колонках 


элюируемую радиоакт 
точки для вычисления 


Крыс в 

03а 
Крыс Забивал 
ерез Различные 
астки мозга э 


го энкефалина экстракт, пол 
кислоты, лиофилизовали, 
меченый мет-энкефалин с 


и- 
равнивали с аутентичным мет-энкефал 
ном тонкослойной хромат 


ографией на силикагеле С. 


Результаты 


Антисыворотка высокоспе ы 
живает перекрестной реакции с а- и(или) В-эндорфинами и На 
гими аналогами энкефалина, взятыми в концентрациях, превы 
шающих в 2.103 


раза концентрации мет-энкефалина, Были Про“ 
верены следующие пептиды: 


Туг-)-А1а-@1у-Г.ен-Г.ен; и 
@1у(+)-Рне-СЛу-Геи; МеЕ-Туг-О-А!а-Су-Рре-Г.еи-МеЕ р : 
Зег-РВе-Геи; МеЕТуг-р-А1а-СЛу-Рье-Г.еи: раю. 
Гец;  Туг-О-АЛа-С1у-р-Рне-Геп: Туг-)-А!а-С1у-Рве-Р-Геи- +9 
Туг-р-Аа-СЛу-Рве-р-Ме{-Тьг; Туг-С1у-С1у-Рве-Геи-Туг-С1у. в 
нако антитела обнаруживают примерно 10%-ную перекрест у 
акцию с лей-энкефалином. ы 
ре о Е ы тестов на Л 
лин (мет-энк) оказывается чрезвычайно чувствительным (рис. 


цифична, поскольку она не обнару- 


нологиче- 
определения мет-энкефалина этим методом радиоимму 


| 
ежности 
и весьма надежным методом (табл. 1). Для оценки над 
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Распределение и биосинтез энкефалинов 
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Ткани, и Рис. 1. Стандартная кривая для мет-энкефалина, для построения которой была 
использована в качестве контроля ткань гипоталамуса (О) и полосатого те- 


ла (А) 


ски определяли содержание мет-энкефалина в различных количе- 
ствах экстракта ткани. Наблюдается линейная зависимость между 
количеством ткани и измеряемым количеством энкефалина 
(табл. 1). Обнаруживаются заметные различия в содержании мет- 





Таблица 1 
Радиоиммунологический тест на мет-энкефалин в 
различных количествах экстракта ткани 
Участок Стриатум Гипоталамус 


од ———Б>Б—68щц———_— 


Количество мозга, мг белка | 02 | 0,4 | 0,6 | 1,0 | 0,2 0,3 0,4 0,5 





Мет-эн 06 одержание, 
Пе аа : 1,5 | 3.5 [5,0 | 8,4 | 0,9 [1,1 | 1,3 | 1,9 


Относительное со- 


ание, нг/мг 
иж 755 | 8,8 | 8,3 | 8,4 | 4,5 | 3,7 | 3,3 | 3,8 


О О Е ЕЕ. 


энкефалина в различных участках мозга. Как показано в табл. 2, 
содержание мет-энкефалина в стриатуме очень высоко, а в блед- 
ном шаре концентрация энкефалина составляет 76 пг/мг белка — 
наивысшая концентрация среди изученных 34 участков мозга. Со- 
держание мет-энкефалина оказывается также высоким в аккум- 
бентном ядре, в области гипоталамуса и в преоптической области. 














Участок 
Белое вещество 
Мозолистое тело 0,79-0,15 
Кора головного мозга 0,98+0, 12 
Лимбическая кора 
Миндалевидное ядро 5,8+0,8 
Гиппокамп 0,64-0,12 
Аккумубентное ядро 101,6 
Обонятельная луковица 1,3-0,12 
Обонятельный бугорок 2,0+0,28 
Базальный ганглий 
Хвостатое ядро 101,2 
Бледный шар 76-16 
Перегородка и преоптическая область 
Перегородка 2,7-0,27 
Интерстициальное ядро концевой полоски 6,5-1,6 
Медиальное преоптическое ядро 6,5-1,6 
Латеральное преоптическое ядро 4,2-1,2 
Гипоталамус 
ереднее гипоталамическое ядро 6,6-1,3 
Латеральное гипоталамическое ядро 5,0-1,5 
Вентральное гипоталамическое ядро 5,4-1,1 
Дорсальное гипоталамическое ядро 3,7+0,8 
Заднее гипоталамическое ядро 3,5- 0,48 
Мамилярное тельце 2,2--0,36 
Таламус 
'Медиальное таламическое ядро 1,6-0,19 
Латеральное таламическое ядро 0,69-0,09 
Вентральное таламическое ядро 0,750,12 
Уздечка . 
Средний мозг 
Дорсальное ядро шва 2,9+0,44 
Медиальное ядро шва 2'0+0,24 
Красное ядро 1,04 0,12 
Интерпедункулярное ядро 5841,1 
Зибз{апНа тега 0,66+0,07 
Верхний бугорок 0.50,05 
Нижний бугорок 0'8+0,12 
Периакведуктальное серое вещество 3'90,6 
Латеральное ядро моста 0,3240,06 
Мозжечок 0'47+0,05 
Продолговатый мозг 2,54 0,5 


ее РОН ЗАО ЗИ 


Мозжечок и гиппокамп характериз 


уется самыми низкими концент- 
ИЗЭктомия не изменяет содержания 
овательно, мет-энкефалин мозга, да- 
же в гипоталамусе, происходит не из гипофиза (табл. 3). р 

деление одновременно мет- и леи-эн- 
кефалина в семи участках мозга, рассеченного по Гловински и 











Иверсену [3], 
явб-—10 ра 
Такое соотно! 
подтвердилось 
ЖВД (табл. 
Поскольк 
ологических 
таНДами, таки 
ЖеТ ЛИ Хрони 
“етэнкефали 
ефалина в 





Й Ра 






Распределение и биосинтез энкефалинов 159 


Таблица 3 


Содержание мет-энкефалина у гипофизэктомированных 
и ложнооперированных крыс’ 











































Содержание мет-энкефалина, нг/мг белка 
Доля 
Участок мозга ложно-оперированные| гнпофизэктомиро- | ЛОжнооперированных Р 

м крысы ванные крысы крыс, % 
и 

О 
М Перегородка 3,5-0,5 131,5 ЕЕ 
Г В Бледный шар 74-12 102,8 Е 
И Хвостатое ядро 9,6-1,5 96,1 Н. Д. 
и Гипоталамус 5,4-1,2 94,6 Н. Д. 
0 

ьз 1) Результаты получены через 7 сут после операции и представлены как среднее зна- 
А чение средняя ошибка (М№=6). Н.Д. — различия недостоверны. 
0 
в Иверсену [3], и обнаружили, что в изучаемых участках содержит- 
т сяв 510 раз больше мет-энкефалина, чем лей-энкефалина [11]. 
Г Такое соотношение между содержанием мет- и лей-энкефалина 
Я ) подтвердилось после разделения мет- и лей-энкефалина с ПОМОЩЬЮ 


ЖХУВД (табл. 4). 

Поскольку морфин связывается с участками, которые в фи- 
зиологических условиях насыщены эндогенными опиатными ли- 
гандами, такими, как энкефалины [7], мы решили проверить, смо- 
жет ли хроническое воздействие морфином изменить содержание 
мет-энкефалина в мозгу крыс. Ранее мы изучали содержание мет- 
энкефалина в структурах мозга, зависимых от морфина или под- 


Таблица 4 


Радиоиммунологический тест на энкефалины после 


” разделения мет- и лей-энкефалина жидкостной 
хроматографией высокого давления (Жхвд)о 
Содержание лей- 


Содержание мет- Лей-энкефалин/мет- 











- им белка ры белка м 
До ЖХВД 9,24+1,7 1,3+0,26 0,14 
После ЖХВД 6,9-0,7 1740,1 0,20 





1) Использован стриатум мозга крысы. Среднее значение-= средняя ошиб- 


ка (М=4). 


вергнутых стрессу (шок конечностей) крыс [2]. Равновесное со- 
держание мет-энкефалина в мозгу не изменяется У крыс, ставших 
толерантными или зависимыми от морфина. Более того, при стрес- 
сорном воздействии (шок конечностей) содержание мет-энкефали- 
На в стриатуме крыс не изменяется; следовательно, биохимический 
сигнал, обусловленный постоянной насыщенностью опиатных ре- 
цепторов, может не представлять собой изменения содержания эн- 
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Рис. 2. Выделение мет-энке 
мощью хроматографии на 
аффинной антисывороткой, Н: 
линия — сефадекс с 


С "СНЗсоОН 


12 


рольной 
двух пар полосатых тел 
ли с ЗН-мет-энкефалином 

12 000 имп./мин) и наносили н 


вороткой), 
фарозе. Элюцию проводили буферным 


раствором и 2 н, СНзСООН, как указа- 
но в тексте, 





-3 
Радивективноеть ЗН-эннефелина, импмин (к10`°). 





Е Фракция, мп 


кефалинов в мозгу. Возможно, что, как и в случае других предпо- 
лагаемых медиаторов мозга, энкефалин также отвечает на насы- 
щенность своих рецепторов изменением скорости метаболизма. 


ля изучения скорости биосинтеза энкефалина мы вводили 
меченые аминокислоты и выделяли энкефалины мозга с помощью 


хроматографии на колонках с аффинной антисывороткой. Как по- 


казано на рис. 2, мет-энкефалин задерживается колонкой с сефя- 
розой — антисывороткой и не 


зой—контрольной адсорбирован- 


твенно элюируется 2 н. уксусной 
на этом этапе, обозначается как 
материал. 


держание мет-энкефалина тонко 
кагеле С. 
Мет-энкефалин, меченный 


ЗН-тирозином, мигрирует вместе с 
аутентичным мет-энкефалином 


е (рис. 3). При использовании в ка- 
честве радиоактивной метки ЗН-лейцина наряду с мет-энкефали- 


ном обнаружено другое радиоактивное соединение, мигрирующее 
медленнее, чем мет-энкефалин (рис. 4). Остается выяснить, явля- 
ется ли радиоактивное соединение, мигрирующее с таким же Кь 
как и мет-энкефалин, структурно идентичным мет-энкефалину. 
В качестве первого шага в оценке скорости синтеза НЫ 
мы определили скорости включения ЗН-тирозина и ЗН-глицина 


Фалина спо. 

Колонках с 
епрерывная 
антисывороткой 
прерывистая линия — сефадекс с конт. 


сывороткой. Экстракт ткани 
смешива- 
(примерно 


. а колонку 
с антисывороткой (или контрольной сы. 


иммобилизированной на се. 


—ы 


—_ 








пе атиквороткоЙ, МУ 


® шивиной на сефарозе, а 


№ мщию-—на КОЛОН 
вурзой с контрольной 


| этой, Колонки элюнрое 


Чиным раствором и 3 
1 (НСООН лнофилиз 


] м трагировали этанс 


Та на п 
Ги Ластинки ( 
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Рис. 3. Идентификация ЗН-мет- 
энкефалина методом  тонко- 
слойной хроматографии на си- 
ликагеле @ после инфузии 
ЗН-тирозина в желудочек моз- 
га, 
Четырем крысам проводили 
инфузию ЗН-тирозина, как ука- 
зано в тексте. Животных заби- 
вали через 30 мин после окон- 
чания инфузии сфокусирован- 
ным микроволновым  облуче- 
нием [4]. Экстракты стриатума 
разделяли на две порции. Од- 
ну порцию наносили на колон- 
ку с антисывороткой, иммоби- 
лизованной на сефарозе, а вто- 
рую порцию — на колонку с 
сефарозой с контрольной сы- 
вороткой. Колонки элюировали 
буферным раствором и затем 
2 н. СН.СООН лиофилизиро- 
вали, экстрагировали этанолом 
и наносили на пластинки с си- 
ликагелем @. Тонкослойную 
хроматографию проводили в 
одном и том же направлении, 
используя две различные си- 
стемы растворителей: н-бута- 
ая кислота: Н2О 
:15:25) и циклогексан: 
: бензол : а (15:85:2). Иигриция, жж 
Участки силикагеля соскребали 
с пластинок и определяли их 
радиоактивность в сцинтилля- 
ционном счетчике. Непрерыв- 
ная линия — сефадекс с анти- 
сывороткой, прерывистая ли- 
ния — сефадекс с контрольной 
сывороткой. 


| Мет-энневалиг 
Старт 


3 -2 
Радиоактивность 3 Н-мей7-эННе®алина, иМИМИН 12“) 


анти-мет-энк-иммунореактивный материал. Наиболее м - ео 
держание мет-энкефалина обнаруживается в стриату и ао 
го, показано, что стриатум содержит значительное чис: т Е 
фалиновых интернейронов [6]. В связи с этим мы измер вре 
чение метки в мет-энкефалин, выделенный и очищенный :. тр ыы 
тума и остальной части мозга, без стриатума и м 
различное время после прекращения введения тЫ т 
радиоактивно меченного анти-мет-энк-иммунореакти о таниНЕ 
Е _- в стриатуме отчетливо ВИДНО при инфу * 
табл. 5). 
НЕ включение ЗН-глицина с 
и и 
но й : алин 
я, количество радиоактивности, включив- 


11—1594 
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СЗ Мет -зннералин Рис. 4. Идентификация 
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контрольной сывороткой, 


На силика 
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ин (к10^") 
ЗН- -энкералина, импм. 
Радиоактивность °Н-мет- Энке 


0 И Я, 
Миграция, см 


шейся в анти-мет-энк-иммунореактивный 
оказывается ниже, чем после инфузии 
личество ЗН-тирозина, включившегося в 


у е 
тивный материал в целом мозгу, без стриатума и мозжечка, выше, 
чем это обнаруживается в стри 


атуме. Максимальное ео 
(1388 имп./мин) достигается в течение 30 мин после т 
инфузии ЗН-тирозина и остается примерно на том же урови 
(1385 имп./мин) в течение двух часов 


материал в стриатуме, 
ЗН-глицина (табл. 5). на 
анти-мет-энк-иммунореа 


Таблица 5 


-энкефалина в стриатуме ЗН-глицином или 
3Н-тирозином!) 


Мечение мет 


ЗН-мет-энкефалин (имп/мин) 
Время, мин 








ЗН-глицин 


| ЗН-тирозин 
Е | ЕЕ | ИА 
0 1080 377 
15 1301 
30 1278 5 





и О 


5 или 
') В латеральный желудочек мозга крыс инфузировали ЗН; анк: 
ЗН-тирозин (150 мкКи), как указано в тексте. ИМмуНОреаЕТНАНы с антисы- 
фалин выделяли с помощью аффинной хроматографии на НОЕ счетчике. 
вороткой и определяли его радиоактивность в сцинтилляци 


ь аффинных 
Каждая цифра представляет собой средний результат с четырех афФ 
колонок. 
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р Обсуждение 
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Радиоиммунологический тест представляет собой чувствитель- 
ты ный и удобный метод для количественного определения мет- и лей- 
тн энкефалина, присутствующих в неочищенных экстрактах участков 
о мозга. В изученных нами 34 участках мозга мы обнаружили замет- 


ные различия в содержании мет-энкефалина. Наиболее высокая 
. концентрация обнаружена в стриатуме, достигая в бледном шаре 
` 76 пг мет-энкефалина на 1 мг белка (табл. 2). Это распределение 
ы хорошо согласуется с данными, полученными при иммуноцитохи- 
р мических исследованиях [10]. Умеренно высокая концентрация 
мет-энкефалина в периакведуктальном сером веществе особенно 
интересна в связи с участием этой области в механизме, контроли- 
— рующем боль. Вместе с тем высокие концентрации мет-энкефалина 
обнаружены в стриатуме, и каталепсия, вызываемая всеми агони- 
стами опиатных рецепторов, указывает, видимо, на участие энкефа- 
линов в регуляции экстрапирамидной активности, равно каки 
2. болевого порога. Присутствие большого количества энкефалина в 
: аккумбентном ядре, миндалевидном ядре и интерпедункулярном 
Е ядре может свидетельствовать об участии энкефалинов в регуля- 
ции эмоционального поведения. И наконец, присутствие энкефали- 
на в гипоталамусе явно предполагает нейроэндокринную роль эн- 
кефалина. Поскольку было показано, что в различных изученных 
участках мозга [11] концентрация мет-энкефалина в 5—10 раз 
выше концентрации лей-энкефалина, мы решили проверить эти 
данные, определяя содержание мет- и лей-энкефалина после их 
разделения с помощью ЖХВД. Полученные результаты (табл. 4) 
подтвердили результаты наших прежних исследований ИИ. 
Хроматография на колонках с аффинной антисывороткой ЯвВ- 
ляется простым и удобным подходом к выделению радиоактивно 
меченных энкефалинов из неочищенного экстракта мозга. Полу- 
ченные экспериментальные данные показывают, что мечение энке- 
фалина свободными радиоактивными аминокислотами возможно. 
Как. видно из табл. 5, после 30 мин инфузии интенсивность вклю- 
чения метки находится на Довольно низком уровне и имеет тен- 
денцию к повышению примерно на 30% после окончания инфузии. 
Сходная кинетика наблюдается в тех случаях, когда мечение про- 
водят путем инфузии глицина с постоянной скоростью. В экспери- 
ментах с импульсным внутрижелудочковым введением коЗирАт 
меченных аминокислот наблюдается только слабое включение ра- 
диоактивности В анти-мет-энк-иммунореактивный материал. Эти 
результаты соответствуют точке зрения о первичном включении 
радиоактивности в пул предшественников, который, очевидно, об- 
ширнее пула мет-энкефалина. Более того, представляется, что ско- 
рости превращения этих предшественников В энкефалин не очень 
велики. Исходя из сказанного выше, можно предположить, что ско- 
рость утилизации энкефалина не очень велика. Содержание мет- 





































11 








164 Х. -Ю. Т. Янг, Дж. С. Хоне, В, Фратта ц др. 


энкефалина в стриатуме особенно высоко (табл. 2). 


); данные, тру 
веденные в табл. 5, дают основания предполагать, чт к 


0 пул 

шественников в стриатуме должен быть еще больше, : -ь 

› что примерно за 30 \. 
после прекращения мечения глу 
радиоактивности в анти-мет-энк 
личивается примерно на 30%. 
стояние мет-энкефалина и его п 
период инфузии и что включени 
достигает максимума сразу пос 


весное со, 
меняется в 


ественники 
ле инфузии, можно оценить, что 


яснен. Тщательное изучение ком. 
материала, образую- 
и после инфузии ЗН. 
ержания может облег- 
азования энкефалинов, 


щихся через различ 
аминокислот, 
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РАДИОИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ТЕСТ НА ЭНКЕФАЛИНЫ. 
СОДЕРЖАНИЕ МЕТИОНИН- И ЛЕЙЦИН-ЭНКЕФАЛИНА 
В МОЗГУ МОРФИНОЗАВИСИМЫХ 
И ПОВРЕЖДЕННЫХ КАИНОВОЙ КИСЛОТОЙ КРЫС 


С. Р. ЧАЙЛДЕРС, Р. ШВАРЦ, Дж. Т. КОЙЛ, С. Х. СНАЙДЕР 
($. В. СВШ@егз, В. ЗеВууагси, }. Т. Соуе, $. Н. Зпу4ег) 


Введение 


Энкефалины были впервые идентифицированы Хьюсом [9] в 
мозгу по морфиноподобной активности в биологическом тесте на 
уаз 4еегепз мыши и подвздошной кишке морских свинок; позднее 
они были выявлены по конкуренции за связывание с опиатными 
рецепторами в радиорецепторном тесте [13, 23]. Хотя радиорецеп- 
торный тест обеспечивает надежную оценку региональной и суб- 
клеточной локализации энкефалинов [16, 18], этот тест не облада- 
ет специфичностью, поскольку он выявляет помимо энкефалинов и 
другие опиоидные пептиды и экзогенные опиатные лекарственные 
средства. Следовательно, радиорецепторный тест может быть ис- 
пользован только для измерения общей опиоидной активности. 

Более высокая специфичность обеспечивается недавно разра- 
ботанными радиоиммунологическими тестами на метионин-энкефа- 
лин (мет-энкефалин) и лейцин-энкефалин (лей-энкефалин) [19, 
24]. Использованная в нашей лаборатории высокоспецифическая 
первичная антисыворотка к лей-энкефалину различает лей-энке- 
фалин и мет-энкефалин, а также энкефалин и В-эндорфин [15]. 
Антисыворотка к мет-энкефалину, однако, не столь специфична. 
В этом сообщении мы опишем получение высокоспецифичных ра- 
диоиммунологических тест-систем на лей- и мет-энкефалины и ис- 
пользование этих тестов для определения того влияния, которое 
оказывают избирательные повреждения мозга на содержание эн- 
кефалинов и зависимость от морфина. 

При исследовании регионального распределения энкефалинов 
в мозгу [15, 21, 24] выявляется относительно высокое их содер- 
жание в полосатом теле (стриатуме), что указывает на существо- 
вание в этом участке главного энкефалинэргического тракта. Име- 
ет ли этот тракт начало и окончание в стриатуме, можно опреде- 
лить путем специфических повреждений стриатума. Недавно по- 
лучены данные о том [4, 12], что введение в стриатум каиновой 
кислоты, аналога глутаминовой кислоты, вызывает избирательную 
дегенерацию тел нейронов в полосатом теле, но не терминалей, 
исходящих из участков, расположенных вне полосатого тела. Эти 
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данные можно использовать для выяснения вопроса, с 
ли тела энкефалиновых нейронов в стриатуме. В настоящей 


рабо. 
те мы приводим результаты, полученные при изучении ВЛИЯНИЯ 
повреждений каиновой кислотой и удаления коры мозга на о. 


держание энкефалинов и опиатных рецепторов в стриатуме, 


Материал и методы 
ПОЛУЧЕНИЕ АНТИСЫВОРОТОК К ЭНКЕФАЛИНАМ 


Антисыворотка к лей-энкефалину была получена от кроликов 
‘После конъюгирования пептида с гемоцианином с помощью 1-этил- 
3- (3-диметиламинопропил) карбодиимида, как описано ранее [15]. 
Антисыворотку к мет-энкефалину получали после конъюгирования 
пептида с гемоцианином с помощью глутаральдегида [2]. 5 мг 
мет-энкефалина (Зап4о7, Базель, Швейцария) и 2,5 мг гемоциани- 
на рифового блюдечка (СаШосНет, Сан Диего, Калифорния) рас- 
творяли в 330 мкл 0,2 М и Ма-ацетатного буфера, РН 5,0, и посте- 
пенно добавляли 60 мкл 2,5%-ного (вес/объем) раствора глута- 
ральдегида. Раствор инкубировали в течение 4 ч при 25 °С и цент- 
рифугировали 15 мин при 10 000 2. Осадок суспендировали в | мл 
0,9% -ного Мас! и хранили при —20 °С. Кроликов иммунизировали 
подкожной инъекцией 200 мкл раствора, конъюгированного с ге 
моцианином энкефалина, разведенного в 10 раз 0,9%-ным рас 
твором Мас] и смешанного с полным адъювантом Фрейнда. Им- 


мунизацию повторяли через 4 недели, а животных обескровлива“ 
ли двумя неделями позднее. 


РАДИОИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ ЕСГ 


Сыворотку в конечном разведении 1: 250 или 1: 500 инкубиро- 
у вым стандартом или с елена 
. В каж бирку ли , 
зительно 50 000 имп./мин либо о Ки/ммоль, 
М Епв|апа Миеаг Согр., Бостон, Массачусетс), либо ЗН-лей- 
энкефалина (33,4 Ки/ммоль), доводя конечный объем до 250 мкл. 
После инкубации при 0°С в т 

бавляли в качестве носителя 5 
и связавшуюся радиоактивность 
25%-ного (вес/объем) полиэтиленг. 
фугировали 10 мин при 30 000 8, надосадочную фракцию отсасыва- 
ли, осадки растворяли в | мл протосола (Мех Епё]ап9 Мисеаг 
Согр.) и просчитывали с 35%-ной эффективностью в 10 мл сиин 


осаждали добавлением = 
ликоля 4000. Пробирки центр 


тилляционной жидкости 1.$С (Уогкомт Везеагсн, Хакенсак, Нью” 
Джерси). 
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Радиоиммунологический тест на энкефалины 


ИЗУЧЕНИЕ ПОВРЕЖДЕНИЙ 


Самцов крыс Спрэг-Доули (160 г) под эквитезиновым нарко- 
зом (0,6 мл Зепзеп-баНзБигу ГаЪ.) помещали на стереотаксический 
прибор. Канюлю Гамильтона 30-го калибра вставляли в левый 
стриатум через высверленное отверстие черепного свода (коорди- 
наты: 7,9 А; 2,6 Т; 4,8 У). Инфузировали 2 мкг каиновой кислоты 
(5ота Свеписа| Со., Сент-Луис, Миссури) в 2 мкл искусственной 
СМЖ, РН 7,4. Скальп затем фиксировали швом. Для односторон- 
него удаления коры мозга снимали черепной свод, покрывающий 
париетальную и фронтальную кору и отсасывали подлежащую 
кору до уровня мозолистого тела; кровотечение контролировали с 
помощью пенистого геля. После фиксации скальпа швом животным 
для профилактики вводили внутрибрюшинно ампициллин. Через 
5 суток после повреждения животных забивали и выделяли полоса- 
тое тело, ипсилатеральное к повреждению, контрлатеральное не- 
поврежденное полосатое тело и полосатое тело неоперированных 
животных. Полосатые тела гомогенизировали в 20 объемах 0,1 н. 
НС, определяли содержание энкефалинов с помощью радиоимму- 
нологических тестов, как описано выше, и определяли содержание 
тамма-аминомасляной кислоты (ГАМК) по методу Грэхэма и Эп- 
ризона [6]. Другую группу полосатых тел гомогенизировали в 20 
объемах 50 мМ трис-буфера, РН 7,7, центрифугировали 10 мин при 
48 000 ©, ресуспендировали в 400мл 50 мМ трис-буфера, рН 7,7 и 
использовали для определения связывания ЗН-налоксона [17] и 
активности глутаматдекарбоксилазы [14], как описано ранее. 


ПОЛУЧЕНИЕ МОРФИНОЗАВИСИМЫХ КРЫС 


Крысам-самцам Спрэг-Доули под эфирным наркозом имплан- 
тировали подкожно морфиновые пилюли: в первый день крысы 
получали 75 мг, на третий день — 150 мг, на 6-й день животных за- 
бивали. У контрольных крыс проводили ложные операции. Одной 
группе морфинозависимых крыс за час до забоя инъецировали на- 
локсон (1 мг/кг), чтобы вызвать синдром абстиненции. У всех крыс, 
получавших налоксон, наблюдали типичные симптомы диарреи и 
«встряхивания мокрой собаки». Мозг гомогенизировали В 0,1 н. 
НС|, лиофилизировали, нейтрализовали и вновь лиофизировали. 
Лиофилизированные образцы вновь растворяли в 1 мл дистилли- 
рованной воды и определяли энкефалины с помощью радиоимму- 
нологического теста. 


ОТДЕЛЕНИЕ ОПИАТОВ ОТ ЭНДОГЕННЫХ ОПИОИДНЫХ ПЕПТИДОВ 


Уровни общей эндогенной опиоидной активности измеряли 
после отделения опиоидных пептидов от введенных опиатных пре- 
паратов с помощью хроматографии на дауэксе АС-50. Лиофилизо- 
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ванные экстракты мозга крыс растворяли в | мл 50 
аммония, рН 7,4, и наносили на колонку (1Х7 см) со 
экс АЧ-50\/Х8, уравновешенную тем же буфером. Опи 


ММ ацетата 
смолой Дау. 


ОИДНЫе пет. 
тиды элюировали 20 мл 50 мМ ацетата аммония, РН 10 


› Тогда как 
морфин и налоксон элюировали 20 мл 1 М МН.ОН (см, «Резуль. 
таты»). Каждый элюат лиофилизировали, ресуспендировали в | ил 


дистиллированной воды и определяли опиоидную активность с по- 
мощью радиорецепторного теста, используя вытеснение ЗН-налок. 
сона в препаратах мозга крыс, как описано ранее [15]. Образцы 


одновременно анализировали в радиоиммунологическом Тесте, как 
‹описано выше. 


Результаты 


СПЕЦИФИЧНОСТЬ ЭНКЕФАЛИНОВЫХ АНТИСЫВОРОТОК 


Степень специфичности энкефалиновых антисывороток зави- 
сит от реагента, используемого для конъюгации пептида с белком- 
носителем. Реакция 1-этил-3- (3-диметиламинопропил) карбодиими- 
да (ЭДК), водорастворимого карбодиимида с лей-энкефалином и 
темоцианином приводит к образованию относительно сильного ан- 
тигена, антисыворотка к которому характеризуется высокими спе- 
цифичностью и титром (рис. 1). Антисыворотка к лей-энкефалину 
требует более чем 200-кратного молярного избытка мет-энкефали- 
на по сравнению с лей-энкефалином для получения равного подав- 
ления. Связывание ЗН-лей-энкефалина этой сывороткой не подав- 
ляется В-эндорфином в концентрации 10-5 М. Для получения_ан- 
тисыворотки к мет-энкефалину использование ЭДК для конъюги- 
рования оказывается неэффективным, поскольку ЭДК связывает 
мет-энкефалин с носителем с низкой эффективностью (приблизи- 
тельно 5%). Мет-энкефалиновая антисыворотка против ЭДК-ан- 
тигена как у кроликов, так и у морских свинок обладает низким 
титром, и, хотя эти антисыворотки эффективно дискриминируют 
В и В-эндорфин, они не могут различить мет- и лей-энке- 
‚фалин. 

Конъюгирование мет-энкефалина с гемоцианином с помощью 
тлутаральдегида происходит с эффективностью 55% и приводит к 
получению более сильного антигена, соответствующего мет-энке- 
фалину. Антисыворотка к этому антигену высокоспецифична, так 
что для подавления связывания 3ЗН-мет-энкефалина требуется бо- 
лее чем 200-кратный молярный избыток лей-энкефалина (рис. 1). 
Антисыворотка к мет-энкефалину не распознает также В-эндор- 
фин в концентрации 10-5 М. 

Энкефалиновая сыворотка была использована для орееения 
регионального распределения двух энкефалинов в мозгу Е 
Наиболее высокое содержание мет-энкефалина (данные не прив 
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Рис. 1. Специфичность связывания ЗН-энкефалина с антисывороткой к энкефа- 


лину. Связывание тестировали в присутствии различных концентраций немечен- 
ных мет-энкефалина, лей-энкефалина или В-эндорфина (как указано). Антисыво- 
ротка к лей-энкефалину была получена против его конъюгата с 1-этил-3- (3-диме- 
тиламинопропил) карбодиимидом, а антисыворотка к мет-энкефалину была полу- 
чена против его глутаральдегидного конъюгата, как указано в разд. «Методы». 
Объем пробы составлял 25 мкл. Данные приведены в процентах от общего свя- 
зывания в отсутствие немеченых пептидов. А — связывание ЗН-мет-энкефалина с 


‚ антисывороткой к мет-энкефалину. Б — связывание ЗН-лей-энкефалина с антисы- 
вороткой к лей-энкефалину. 


дены) обнаружилось в полосатом теле (2—3 нмоля/г ткани) и в 
гипоталамусе (3—4 нмоля/г ткани), а самое низкое — в мозжечке 
[21, 24]. Отношение мет-энкефалина к лей-энкефалину составляет 
8— 12, что превышает результаты предыдущих определений [15, 21, 
24]. Малое количество энкефалина в гипофизе (менее 5% такового 
в полосатом теле) представляет, возможно, результат перекрест- 
ной реакции антисыворотки с В-эндорфином, содержание которого 
В этой ткани велико. 


ВЛИЯНИЕ МИКРОВОЛНОВОГО ОБЛУЧЕНИЯ 
НА СОДЕРЖАНИЕ ЭНКЕФАЛИНОВ 


Было показано, что метод забоя влияет на содержание неко- 
торых нейромедиаторов и промежуточных продуктов метаболизма 
В мозгу и что быстрая инактивация протеолитических ферментов 
путем сфокусированного микроволнового облучения может обес- 
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печить более надежную оценку содержания энкефалинов } 
по сравнению с забоем декапитацией. Содержание энк 

стриатуме при измерении как радиоиммунологическим, т . 
диорецепторным тестом у крыс, забитых сфокусированным Мик, 
волновым облучением, оказывается в 2 раза вы 
битых декапитацией (табл. 1). Эти результаты 
зультатами недавних исследований, проведенных на целом мозг 
крыс [24] и мозгу мышей [3]. Однако если мозг крыс, забитых 


Таблица 1 
Влияние микроволнового облучения на содержание 
энкефалина в стриатуме крысы) 
Радиоиммунологи- Радиорецепторный 
ческий тест. тест. Содержание 
Содержание мет- и эквивалентов мет- 
лей-энкефалинов?, энкефалина, 


нмоль/г ткани нмоль/г ткани 


Декапитация 2,090,20 (6) 2,27-0,52 (5) 


Микроволновое облучение 4,07-0,26 (5) 4,84-50,86 (5) 
Микроволновое облучение 


после декапитации 





4,53-0,44 (4) | 4,79+0,75 (5) 





') Каждое определение проводили на стриатуме от четырех крыс. Данные представле“ 
ны как среднее значение средняя ошибка. В скобках приведено число измерений. а 
5 О ИЕ а переводили в эквиваленты мет-энкефалина, Пра 
то эффективность мет-энке алина в радиорецепторно 2,8 таково у. 
м тавляет 2, 
лей-энкефалина. р ь тесте состав. 


римерно таким же, как и уровни общей 
ределяемые в радиорецепторном тесте. 


ВЛИЯНИЕ ПОВРЕЖДЕНИЙ 


НА СОДЕРЖАНИЕ ЭНКЕФАЛИНОВ 
И СВЯЗЫВАНИЕ ОПИАТНЬ 


1МИ РЕЦЕПТОРАМИ В СТРИАТУМЕ 
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для этой области [4, 12], тогда как удаление коры мозга поража- 
ет кортикостриарные проекции. Через 5 сут после инъекции каи- 
новой кислоты содержание мет- и лей-энкефалина в стриатуме 
снижается на 50% (табл. 2). Содержание гамма-аминомасляной 
кислоты (ГАМК) — маркера внутренних для стриатума ГАМК-эр- 
гических нейронов — также снижается на 50%, что соответствует 
более ранним данным о действии каиновой кислоты [4]. С дру- 
гой стороны, содержание мет-энкефалина, лей-энкефалина и 
ГАМК не изменяется при удалении коры мозга (табл. 2). При ис- 
следовании обоих повреждений содержание энкефалинов и ГАМК 
в контрлатеральном стриатуме, в который не производилось инъ- 
екции, оказывается таким же, как и в не получавших инъекций 
контрольных стриатумах. 

Больше информации, касающейся энкефалинэргических трак- 
тов, можно получить, сравнив влияние повреждения на содержа- 
ние энкефалинов и на связывание опиатными рецепторами. Стерео- 
специфическое связывание ЗН-налоксона с мембранами стриатума 


Таблица 2 


Влияние повреждения на содержание энкефалина в 
стриатуме крысы” 


р и Е ИЕ ЕЕ АНЯ 
Содержание относительно контроля, % 


Повреждение 
мет-энкефалин] лей-энкефалин ГАМК 


с 


Инъекция каиновой кислоты в стриатум 49- 122) 54-5 63) 49-7) 
(10) 
Удаление коры (5) 16526 105-511 11649 





Содержание в контроле: 
мет-энкефалин: 2,67=0,21 нмоль/г ткани 
лей-энкефалин: 0,38=0,03 нмоль/г ткани 
ГАМК: 2,12—0,06 нмоль/г ткани 


1) Стриатум экстрагировали НС! и содержание энкефалинов определяли аи 
логическим методом, как описано в разд. «Материал и методы». Данные подо 
среднее значение средняя ошибка. В скобках показано количество определений. 

) р<0,02. 

) р< 0,001. 


определяли в присутствии 10-8 М леваллорфана. Полученные ре- 
Зультаты показывают (табл. 3), что инъекция каиновой кислоты 
снижает связывание ЗН-налоксона в стриатуме на 40%, тогда 
как активность глутаматдекарбоксилазы снижается приблизитель- 
но на 70% — в соответствии с полученными ранее результатами 
4]. Удаление коры головного мозга также снижает а. 
-налоксона на 40%, тогда как активность глутаматдекар окси- 
Лазы лишь слегка снижается. Контрлатеральный стриатум при 
повреждениях обоих типов обладает таким же уровнем связыва- 
НИЯ, как и контрольный стриатум. 
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Таблица 3 
Влияние повреждения на стереоспецифическое связывание 
ЗН-налоксона в стриатуме крысы?) 


о Е ий 


Данные относительно контроля, % 


Связывание Декарбоксилаза 
ЗН-налоктона глутаминовой Кислоты 


ТЕ ине Е Е.) 


Инъекция каиновой кислоты в стриатум 


(10) 60-42) 33-62) 
Удаление коры (12) 59-Е 32) 89-43) 


м—— 


Повреждение 





В контроле: 

связывание ЗН-налоксона: 23,5 = 1,9 фмоль/мг ткани 

глутаматдекарбоксилаза: 12,9 0,9 нмоль/ (мг/час) 
ВЫНЕСЕН РЕ СУЦ ЧИ ВВ 

1) Стриатум гомогенизировали в 50 мМ трис-буфере, рН 7,7, и связывание ЗН-налоксо- 
на определяли, как указано в методах. Данные представлены как среднее значение-сред* 
няя ИВ скобках приведено количество измерений. 

р< 0,001. 


3) р< 0,05. 


Скэтчардовский анализ связывания в стриатуме, в который бы- 
ла инъецирована каиновая кислота, дает линейный график с та- 
ким же наклоном, как и при связывании в контрлатеральном стриа- 
туме, но с различными точками пересечения (данные не приведе- 
ны). Эти результаты показывают, что инъекции каиновой кислоты 


не влияют на значение Кр у опиатных рецепторов стриатума, но 
снижают значение Вмакс на 98%. 


СОДЕРЖАНИЕ ЭНКЕФАЛИНОВ 
У МОРФИНОЗАВИСИМЫХ КРЫС 


В наших предшествующих экспе 
морфиновой зависимости на содержа 
ляли эндогенную опиоидную активность с помощью радиорецеп- 
торного теста. Развитие радиоиммунологических тестов для энке- 
фалинов дало возможность проводить такое определение энке- 
фалинов, при котором присутствие введенных опиатов не приводит 
к искажению результатов. После получения морфинозависимых 
крыс с подкожно имплантированными морфиновыми пилюлями 
проводили рассечение мозга и определяли содержание энкефали- 
нов в гипоталамусе и стриатуме. Результаты (табл. 4) показыва- 
ют, что морфиновая зависимость не вызывает изменений в содер- 
жании мет- и лей-энкефалина в обоих участках. Индукция синд- 
рома абстиненции при внутрибрюшинной инъекции налоксона так- 
же не оказывает существенного действия на содержание мет- и 
лей-энкефалина в гипоталамусе и стриатуме. 


риментах [20] по влиянию 
ние энкефалинов мы опреде- 


' 


‚ у 





дыр фоты фо Вотье Во 
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В других ЕР мы попытались измерить общее со- 
держание эндогенных опиоидов в мозгу морфинозависимых крыс с 
помощью радиорецепторного теста. Поскольку при использовании 
этого теста выявляются как опиатные лекарственные препараты 
так и эндогенные опиоидные пептиды, решающим этапом является 
разделение опиатов и опиоидных пептидов. В наших предыдущих 
исследованиях [20] опиаты и энкефалины разделялись гель-фильт- 
рацией на колонке с биогелем Р.. Однако проведенные позднее 
эксперименты показали, что в этих условиях может наблюдаться 
перекрывание пиков энкефалинов и опиатов. В связи с этим мы 
разработали метод разделения на колонках с использованием 
дауэкса АЦ-50, который полностью отделяет опиаты от опиоидных 
пептидов. Нанесенный на колонку ЗН-мет-энкефалин элюируется 
50 мМ ацетатом аммония, рН 10, со средним выходом 94%, при- 
чем в этих условиях не происходит обнаруживаемой элюции 3Н-на- 
локсона (рис. 2). ЗН-морфин элюируется 1 М_МН4ОН со средним 
выходом 48%. ЗН-лей-энкефалин и 1?51-В-эндорфин элюируются в 


Таблица 4 


Радиоиммунологический тест на энкефалин в участках 
мозга морфинозависимых крыс? 





Содержание энкефалина, пмоль/мг ткани 




















Участок мозга Воздействие 
мет-энкефалин лей-энкефалин 

Гипоталамус Контроль (4) 3510430 295 38 
Морфинозависимые (4) 4180--260 202+ 15 

Морфинозависимые--на- 
локсон (4) 4120-Е 290 260-40 
Стриатум Контроль (7) 2200-Е 170 288-40 
Морфинозависимые (6) 2410280 237-29 
Морфинозависимые- на- 5150410 11515 








локсон (5) 





1) Данные представлены как среднее значение-средняя ошибка. В скобках приведено 


количество измерений. 


том же положении, что и ЗН-мет-энкефалин, тогда как хроматогра- 
фическое поведение ЗН-налоксона соответствует таковому морфи- 
на. Более того, опиоидная активность пика рН 10 (или опиоидных 
пептидов) не увеличивается при добавлении морфина до концент- 
рации 6 нмоль/г к образцам мозга перед разделением на колонке 
(табл. 5). Следовательно, это разделение может быть использова- 
но для оценки влияния хронического воздействия морфином на со- 
Держание опиоидных пептидов в целом мозту. 

. ие опиоидной активности в целом мозгу с помощью 


радиорецепторного теста (табл. 5) не выявило влияния хрониче- 
ской обработки морфином на пик РН 10 (опиоидные пептиды) 
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Мет-эннерелин 
10 


77-2. 
Радиоантивность, импумин (0) 


20 _ 40 50 80 
Номер фракции 


КАрНА —— рю аа 


Рис. 2. Ионообменная хроматография ЗН-мет-энкефалина и ЗН-морфина. Каж- 


дый образец наносили независимо на колонку с дауэксом АС-50\. (МНа+-форма; 
1Ж20 см), Ууравновешенную 50 мМ ацетатом аммония, рН 7,4 и элюировали 
20 мл того же буферного раствора. После этого колонку элюировали 30 мл 
50 мМ ацетатом аммония, рН 10, и затем 30 


мл 1 М МН.ОН. Собирали фракции 
по 1 мл и в пробах по 0,1 мл определяли радиоактивность с помощью жидкост- 
ного сцинтилляционного спектрометра, ® — "Н-энкефалин; О — ЗН-морфин. 


Более высокая активность в пике, элюи 


ты) в мозгу получавших морфин крыс подтверждает присутствие 
морфина у животных, причем у морфинозависимых крыс, кото- 
рым вводили налоксон, обнаруживается даже более высокая ак- 
тивность опиатного пика. Анализ пика опиодных пептидов с пПо- 
мощью радиоиммунологического теста приводит к аналогичным 
результатам, свидетельствующим об отсутствии изменений в с0- 
держании мет- и лей-энкефалина у морфинозависимых крыс. Сла- 
бое увеличение содержания мет-энкефалина обнаружено у крыс, по- 
лучавших налоксон. Никаких энкефалинов не обнаруживается при 
радиоиммунологическом испытании опиатного пика М МНОН) 
у крыс всех групп (данные не приведены). Уровень же эндогенной 
опиоидной активности, измеряемый радиорецепторным тестом, со- 


ставляет в опиатном пике контрольных образцов 13—22% опио- 
идной активности в пике рН [0 (табл. 5). 


руемом 1 М МН:ОН, (опиа- 










орфин-Еморфин 
мые-+налоксон 


) Данные пре 
знанают количество 
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Таблица 5 
Определение эндогенных опиоидов в мозгу морфинозависимых 
крыс после разделения хроматографией на 
дауэксе АС-50') 





Радиорецепторный тест 
Содержание мет-энкефалина, 
пмоль эквивалентов 
на | г ткани 


Радиоиммунологический тест 
Содержание энкефалина, 
пмоль на | г ткани 




















(в пике рН 10) 
Обработка Пик РН 10| Пик 1м | Мет-энке- | Лей-энке- 
(опиоидные МН.ОН фалин фалин 
пептиды) (опиаты) 
Контроль (4) 895- 189 115 34 
Морфин, добавленный к 
мозгу ш УЦго (4) 749- 176 1986-90 
Контроль (6) морфинозави- | 693-79 151-29 771-50 46-8 
симые (9) 607 - 38 1361 149 810-53 504 
Морфин -- морфинозависи- 
мые-+-налоксон (7) 692-72 3044282 572+ 32 40-7 











') Данные представлены как среднее значение-Есредняя ошибка; числа в скобках обо- 
значают количество измерений. 


Обсуждение 





Сравнение содержания энкефалинов, выявляемого в радио- 
иммунологическом тесте, с общей опиоидной активностью, изме- 
ренной в радиорецепторном тесте, показывает, что энкефалины 
являются преобладающими опиоидными пептидами в стриатуме 
крыс (табл. 1) ив целом мозгу (табл. 5). Хотя применение разных 
методов экстрагирования может приводить к различным резуль- 
татам, использованная нами экстракция НС! обеспечивает столь 
же высокий выход 1251-В-эндорфина, что и энкефалинов. Следова- 
тельно, если бы В-эндорфины были бы главными опиоидными пеп- 
тидами в стриатуме или целом мозгу, они были бы обнаружены в 
радиорецепторном тесте. 

Микроинъекция каиновой кислоты в стриатум приводит к 
50%-ному снижению содержания энкефалина в стриатуме, что со- 
ответствует результатам Хонга и др. [8]. Удаление коры мозга, 
однако, не оказывает влияния на содержание энкефалина. По- 
скольку инъекция в стриатум каиновой кислоты вызывает изби- 
рательную дегенерацию нейронов, являющихся внутренними для 
стриатума, и не влияет на аксоны, исходящие от тел нейронов вне 
Стриатуме и проходящие через стриатум или оканчивающиеся в 
нем [4, 12], то снижение содержания энкефалина под влиянием 
каиновой кислоты говорит о том, что примерно половина энкефа- 
Ана ь стриатуме связана с нейронами, внутренними для стриату- 
Ма. Остальные энкефалины локализованы В аксонах нейронов, те- 
ла которых расположены вне стриатума. Следовательно, энкефали- 
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новые волокна могут принадлежать как локальным контурам, 1 

и нейронам, образующим длинные тракты. Главный ВХОД м 
ных волокон в стриатум исходит из коры головного мозга [7]. :. 
тя эти проекции не затрагиваются при инъекции в стриатум а, 
новой кислоты, они снижаются при удалении коры мозга. Данные 
о том, что удаление коры мозга не оказывает влияния на с, 
держание энкефалина в стриатуме, говорят о том, что кора не 
имеет значительных энкефалинэргических проекций в стриатум, 

По тем же самым причинам часть популяции опиатных ре 
цепторов в стриатуме может быть образована нейронами, внутрен- 
ними для стриатума, поскольку инъекция в стриатум каиновой 
кислоты снижает связывание ЗН-налоксона на 40%. Другая часть 
популяции опиатных рецепторов расположена, по-видимому, пре- 
синаптически на кортикальных проекциях в стриатум, поскольку 
удаление коры мозга снижает связывание ЗН-налоксона на 40%. 
Более того, эти пресинаптические опиатные рецепторы расположе- 
ны не на энкефалиновых волокнах, поскольку такие волокна не 
приходят из коры. Такой признак пресинаптических опиатных ре- 
цепторов соответствует результатам экспериментов Этвеха и Ку- 
хара [1], наблюдавшим радиоавтографически потерю опиатных 
рецепторов в продолговатом мозгу после повреждения вагусного 
нерва, и результатам Ламотта и др. [11], обнаружившим сниже- 
ние количества опиатных рецепторов в заднем роге спинного моз- 
га после повреждения дорсальных корешков. 

Полученные результаты подтверждают предположение о том, 
что в некоторых участках центральной нервной системы энкефали- 
новые терминали образуют аксо-аксонные синапсы, благодаря ко- 
торым они модулируют высовобождение других медиаторов, вклю- 
чая, возможно, вещество Р [10]. 

При использовании в проведенном исследовании радиоимму- 
нологического теста и улучшенного разделения опиатов для ра 
диорецепторного теста не было обнаружено какого-либо влияния 
хронического воздействия морфина на содержание мет- или лей- 
энкефалина или на общую опиоидную активность в гипоталамусе, 
стриатуме и целом мозгу, независимо от того, вводили ли одно- 
временно с морфином налоксон или нет. Эти результаты согласу- 
ются с результатами Фратта и др. [5], которые сообщали об от- 
сутствии влияния морфиновой зависимости на определяемое ра- 
диоиммунологически содержание энкефалина. Различия между по- 
лученными сейчас и ранее результатами могут проистекать из 
перекрывания морфиновой и энкефалиновой фракций в элюате 
с колонки с биогелем Р.› в проводившихся ранее исследованиях. 
Этим можно объяснить кажущееся увеличение содержания энке- 
фалинов после воздействия морфином. С другой стороны, о 
Гуиллемин и Блюм (личное сообщение) наблюдали о 
увеличение содержания иммунореактивных энкефалинов ея 
туме и продолговатом мозгу — мосту, но не в гипоталамусе крыс, 
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получавших хронически внутрибрюшинные инъекции морфина. На 
основании этих исследовании нельзя с уверенностью сделать вы- 


вод о связи морфиновой зависимости с изменением обмена энке- 
фалинов. 


Мы благодарим Адель Сноуман и Роберта Зачека за высоко- 


квалифицированную техническую помощь. 
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Два имитирующих морфин пентапептида, мет-энкефалин и 
лей-энкефалин, были обнаружены и выделены из экстрактов моз- 
га различных видов [8]. Другое семейство пептидов с опиатопо- 
добной активностью, таких, как а-эндорфин (В-липотропинь-т), 
В-эндорфин (В-липотропинв!-:) и у-эндорфин (В-липотропина-п) 
также было выделено из экстрактов гипофиза и охарактеризовано 
[1, 3, 7]. Эти пептиды помимо обращения индуцированной нало- 


ксоном анальгезии обладают также и многими другими биохими- 
ческими эффектами наркотиков. 

В предшествующей работе [2] мы показали, что лей-энкефа- 
лин при введении в желудочек мозга неполовозрелых крыс сти" 
мулирует зависимое от дозы высвобождение гормона роста и про 
лактина; идентичным действием обладает морфин. Предваритель- 
ное введение налоксона подавляет высовобождение гормона ро* 
ста, вызываемое как лей-энкефалином, так и морфином. Однако 
индуцированное лей-энкефалином высвобождение пролактина В 
отличие от эффекта морфина не подавляется в сколько-нибудь 
значительной степени налоксоном. 

В соответствии с полученными нами результатами Ривьер ; 
др. [10] сообщили о высвобождении пролактина п \1уо под дей 
ствием мет-энкефалина, а также В-эндорфина. Поскольку эти аВ* 
торы обнаружили, что в экспериментах ш УЙго оба лекарствен: 
ных препарата неэффективны, они высказали предположение 09 
участии в проявлении эффекта каких-то отделов центральной нерв 
ной системы. Исходя из имеющихся данных, можно себе пред? 
ставить, что эти опиоиды могут функционировать в качестве т 
догенных систем в изменении событий, индуцированных либо фи- 
зиологическими факторами, либо под влиянием окружающей сре 
ды. В подтверждение этой гипотезы мы приведем ниже данные о 
том, что стресс вызывает значительное накопление опиоидных 
факторов в гипофизе крыс. : 

Мы использовали крыс-самок Спрэг-Доули весом М 
Чтобы свести к минимуму фоновые вариации (т. е. вариации, в 
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Рис. 1. Влияние экстракта гипофиза крысы на препараты ауэрбахова сплетения 
продольных мышц морской свинки. 


Подвздошную кишку устанавливали в камере с 7,5 мл бикарбонатного рас- 
твора Рингера, уравновешенного 95% О и 5% СО%, и подвергали электростиму- 
ляции (80 В, 0,2 Гц, продолжительность 1 мс). Детали опыта описаны в другой 
статье [4]. М — морфин, Н — налоксон, ЭГН — экстракт гипофиза нормальных 
крыс (контроль), ЭГХ — экстракт гипофиза крыс после холодовой обработки. 


никающие под влиянием каких-то условий, отличных от исследуе- 
мых), крыс содержали в изолированном помещении с воздушным 
кондиционированием (22-Е2 °С) с 17 ч до времени проведения экс- 
перимента между 9 и 12 ч следующего дня. До начала экспери- 
мента животные получали пищу и воду аа Пь{цит. В каждом экс- 
перименте крыс разделяли на две группы по 10 животных в каж- 
дой. Контрольную группу содержали при комнатной температуре, 
а крыс второй группы помещали на 2 ч в термостатированное по- 
мещение при 4 °С. Эксперимент повторяли 6 раз. 

Всех животных быстро декапитировали, извлекали гипофиз, 
который хранили при —20°С. Для определения опиатной актив- 
ности собранные железы каждой группы гомогенизировали в аце- 
тоне; сухой порошкообразный материал получали и частично очи- 
шащи по методу, описанному Тесчемахером и Др. ПИ. Для срав- 
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нения опиатной активности конечные фракции порошка’ 
ряли в дистиллированной воде (0,2 мл на 100 мг исходн 
рого веса ткани). Два раствора доводили затем до рН 7 
рифугировали при 0°С при 12 000 ©, и 0,1 мл просветлен 
осадочной фракции исследовали на чувствительной 
модели: продольное сокращение межмышечного спле 
вздошной кишки морской свинки [4]. 

Опиатную активность измеряли, используя подвздошную киш- 
ку морской свинки, и выражали в нмолях морфиновых эквивален- 
тов. Как показано на рис. 1, экстракты гипофизов обеих групп 
крыс вызывают подавление электрически вызванных сокращений 
препаратов подвздошной кишки морской свинки, аналогично дей- 
ствию, оказываемому морфином. Использование морфиновых 
эквивалентов для измерения содержания опиатов в гипофизе оп- 
равдывается подавлением действия экстрактов гипофиза на под- 
вздошную кишку морских свинок налоксоном. Активность экстрак- 
тов гипофиза контрольных крыс (рис. 2) эквивалентна дозе мор- 
фина 4,96 нмоль, тогда как в случае крыс, выдержанных в течение 
2 ч на холоду, активность экстрактов эквивалентна дозе морфина 
6,85 нмоль. Морфиноподобная активность гипофиза крыс, выдер- 
жанных на холоду, превышает, следовательно, таковую у конт- 
рольных крыс примерно в 4 раза, и это различие статистически 
достоверно. На основании этих экспериментов можно предполо- 
жить, что увеличение опиоидной активности в мозжечке крыс при 
стрессе параллельно активации гипофизо-надпочечниковой оси. 

Чтобы проверить это предположение мы измеряли опиат- 
ную активность в гипофизе крыс, получавших кортикостероиды. 
кивотных произольно разделяли на три группы по 10 крыс в каж- 
дои; условия окружающей среды были стандартизованы, как опи- 
сано ранее. Крысы первой группы получали внутрибрюшинно рас- 


Раство. 
ОГО сы. 
4, цент- 
НОЙ над- 
к морфину 
тения под- 


10,0 

© 

ЕН 
= 8,0 . 
н^ 
Е 
ты 
2 Рис. 2. Опиоидная активность (см. а 
- гипофизов, полученных от нормальных пря 
Е 50 (НК) и от крыс, подвергнутых о. 
- = обработке (КХ). Каждый столбик о ты 
на чает среднее значение для 6 Е ав- 
820 тов = средняя ошибка. р<0,05 в а ее 
$ нении с использованием {-теста. Зис: 


использованных В эксперименте, 


вотных, 
равно 20. 


НК 


‘ 














Эндорфины и гормоны гипофиза 


Энвивалентя мерены» нмоль/г 





Кортикостерон сыворотии, мкг/100 мл 





ее ЗО 





ВВМ 


НК ФК ‚ДК, 2мг/кг НК ФК ДК, 2 мг/кг 








Рис. 3. Опиоидная активность в гипофизе и концентрация кортикостерона в сы- 
воротке крыс, получавших дексаметазон. Каждый столбик обозначает среднее 
значение для 5 экспериментов == средняя ошибка. Значения, полученные для крыс, 
которым вводили дексаметазон, достоверно отличаются от значений, полученных 
для крыс, которым вводили физиологический раствор. НК — необработанные 


крысы; ФК — крысы, получавшие физиологический раствор; ДК крысы, полу- 
чавшие дексаметазон. 


творенный в физиологическом растворе дексаметазонвалерат 
(2 мг/кг), крысы второй группы получали тот же объем просто 
физиологического раствора, а крысы третьей группы не подверга- 
лись никакому воздействию. 

Через два часа всех крыс быстро декаптировали и у них извле- 
кали гипофиз для определения опиатной активности в соответст- 
вии с методом, описанным выше. Кровь всех животных из каждой 
группы собирали, объединяли и определяли содержание кортико- 
стерона по Гуиллемину и др. [6]. . 

Как показано на рис. 3, экстракты от обработанных физиоло- 
гическим раствором крыс проявляли опиатную активность, экви- 
валентную дозе 14,90 нмоль морфина в расчете на 1 г сырой тка- 
ни гипофиза. Это значение в два раза выше, чем таковое для гипо- 
физа животных третьей группы. Можно заключить, следовательно, 
Что стресса, связанного с инъекцией и тем, что животное берут в 
руки, оказывается достаточно для увеличения содержания опиои- 
Дов в гипофизе крыс. Это увеличение блокируется введением декса- 
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метазона (статистически значимо по результата дисперсионного 
анализа на испытываемой группе в целом). Дексаметазон вы- 
зывает также снижение содержания кортикостерона. Эти резуль- 
таты подтверждают гипотезу, согласно которой у крыс существует 
чесное ‘соответствие между функционированием гипофизо-надпо- 
чечниковой оси и опиоидной активностью в экстракте гипофиза. 
В связи с этим мы продемонстрировали также линейную обратную 
корреляцию (г= 0,89) между содержанием кортикостерона в сы- 
воротке и опиоидной активностью в экстрактах гипофиза у полу- 
чавших физиологический раствор крыс (рис. 4). Дальнейшее под- 
тверждение нашей гипотезы мы обнаружили в некоторых экспери- 
ментах, проведенных недавно Джианьони и др. [5]. 

В этой работе было показано, что секретирующая АКТГ аде- 
нокарцинома передней доли гипофиза крыс (А{Т 20) синтезирует 
1 УЙго эндорфин [5]. Прокипяченный экстракт этой опухоли спо- 
собен блокировать активность аденилатциклазы в гибридных клет- 
ках нейробластомы и глиомы (№@9108-15). Часть этого ингибиро- 
вания аденилатциклазы, обращаемая налоксоном, отражает опи- 
атную активность экстракта гипофиза. На рис. 5 опиатную актив- 
ность клеток АТ 20, растущих в присутствии или в отсутствие на- 
локсона, оценивали, исходя из обращаемого налоксоном подав- 
ления активности аденилатциклазы в клетках МС 108-15. Когда 
клетки А{Т 20 росли в течение восьми дней в присутствии декса- 
метазона (1 мкг/мл), кривая смещалась вправо, указывая таким 
образом, что кортикостероиды непосредственно вызывают сниже- 
ние содержания эндорфина в секретирующих АКТГ клетках 
ДАТ 20. 

Таким образом, результаты этих исследований позволяют 
предположить, что в клетках гипофиза процессы синтеза эндоген- 
ных опиоидов и АКТГ могут быть сопряжены. Хорошо известно, 
что В-липотропин гипофиза содержит не только последовательно- 
сти различных эндорфинов, но и фрагмент АКТГ от Мей до Су". 
Хотя синтез АКТГ непосредственно из В-липотропина невозможен» 
эндорфины и АКТГ могут действовать координированно как го- 
меостатическая система в связи с поведенческим ответом на стрес- 
совые условия. 
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ДАЛЬНЕЙШЕЕ ИЗУЧЕНИЕ ПРИРОДЫ 
И ФУНКЦИИ ГИПОФИЗАРНЫХ ЭНДОРФИНОВ 


Б. М. КОКС, Е. Р. БЕЙЗМАН, ТСУН-ПИНГ СУ, 
О. Г. ОСМАН, А. ГОЛДСТАЙН 


(В. М. Сох, Е. В. Вамтап, Тзипе-р! 
О. Н. Озтаи, А. НН = 


Поиски эндогенного лиганда (лигандов) для опиатных рецеп- 
торов были стимулированы данными о существовании специфиче- 
ских, весьма высокоаффинных участков связывания для опиоидных 
препаратов — участков, которые, казалось, не выполняли никаких 
функций, за исключением нефизиологической ситуации, возника- 
ющей при введении чужеродных опиоидных алкалоидов. Успех 
этих исследований в области идентификации эндогенных лигандов 
опиатных рецепторов (эндорфинов) [11, 13, 18, 19] оставил много 
неразрешенных вопросов, касающихся физиологической роли этой 
системы. Эндорфины обнаружены во многих участках нервной 
ткани, но в наиболее высокой концентрации они присутствуют в 
гипофизе. В настоящей статье мы опишем некоторые эксперимен- 
ты, направленные на выяснение возможных функций гипофизар- 


ных эндорфинов. 


Эндорфины в гипофизе 


Впервые наличие в гипофизе эндорфинов было продемонстри- 
ровано в опытах с экстрактами гипофиза свиней н крупного рога- 
того скота [4, 19]. Эти виды животных неудобны для эксперимен- 
тальных исследований, в связи с чем мы разработали методы из- 
мерения содержания эндорфинов в отдельных долях индивидуаль- 
ного гипофиза крысы. 


Гипофиз крысы быстро извлекали из черепа животных, уби- 


тых декапитацией, помещали в охлажденный до температуры тая- 
ния льда физиологический раствор и разделяли переднюю и ней- 
Роинтермедиальную доли. В. некоторых экспериментах проводили 


Раздельное выделение рагз пиегие@а и рагз пегуоза под стерео- 
микроскопом. Высушенные фильтровальной бумагой доли гипо- 


ива немедленно взвешивали и экстрагировали ледяной уксусной 
етой с ацетоном, используя мо 
исанного Тесчемахером и др. [19 


дификацию метода экстракции, 
]. Низкий уровень активности 
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Инфундибулярные третий <0,5 


Раг$ 55 9 





Рагб Гтегптейя ‚8 


Рис. 1. Распределение эндорфина в гипофизе крысы. На рисунке представлен вид 
железы с дорсальной стороны. Цифры обозначают количество единиц эндорфина 
(То; см. текст), содержащееся в каждой части железы (значения средние, по- 
лученные на 16 крысах-самцах Спрэг-Доули весом 300 г). 


в отдельных долях гипофиза крысы исключал возможность ис- 
пользования изолированного препарата подвздошной кишки мор- 
ской свинки в качестве обычной тест-системы, хотя объединенные 
экстракты нескольких гипофизов крыс вызывали обращаемое на- 
локсоном торможение в этой системе [15]. В экспериментах с ин- 
дивидуальными гипофизами в качестве меры опиоидной активно- 
сти использовали подавление стереоспецифического связывания 
ЗН-эторфина с мембранами мозга крыс. Каждый экстракт иссле- 
довали при трех различных концентрациях (по три пробы на точ- 

(количество экстракта, вызывающее 50% -ное 
специфического связывания ЗН-эторфина) оп- 
ной линии наилучшего соответствия. Содер- 
железе вычисляли как количество единиц 
50 В ПОЛНОМ экстракте. В условиях нашего эксперимента одна 
единица зо соответствовала примерно 20 


Распределение активности эндорфина У типичного взрослого 


центрация эндорфинов в рагз п\егте- 
3 выше. Незначительные количества 
эндорфина обнаруживаются в рагз пегуоза, причем эти следовые 


ыть обусловлены загрязнением тка- 


в гипофизе крупного рогатого скота [15], а также распределению 


ледяной уксусной кислоты, р 
и с помощью водных буферных растворов, не выявил наличия мел: 
ких эндорфинов, таких, как энкефалины [15]. Кроме того, в наш 


экстрактах было мало активного материала, кажущийся молеку- 


— 


(пдное увеличение содер 
ощео гормона, как соб 
ий неделе после рожде 


‹ ий отыты, в которых 1 





пнйй на содержание ЭНДС 
уысах одного 
| 
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Эндорфины гипофиза 


лярный вес которого соответствовал бы молекулярному весу а-эн- 
дорфина. Мы пришли к выводу, что большая часть опиоидной ак- 
тивности в гипофизе обусловлена В-эндорфином, что отнюдь не 
исключает возможности наличия в гипофизе других родственных 
опиоидных пептидов. 


Факторы, влияющие на содержание эндорфинов 
в гипофизе 


Обнаружены существенные изменения в содержании эндофри- 
на в обеих долях гипофиза крысы в прооцессе развития; содержа- 
ние эндорфина в гипофизе существенно увеличивается ко време- 
ни наступления половой зрелости (Бейзман и Кокс, в печати). 
Сходное увеличение содержания в гипофизе меланоцитстимулиру- 
ющего гормона, как сообщалось ранее, происходит примерно на 
пятой неделе после рождения [10]. В связи с этим существенно, 
чтобы опыты, в которых исследуется влияние различных воздей- 
ствий на содержание эндорфина в гипофизе, проводились бы на 
крысах сходного веса и возраста. Во всех случаях, кроме спе- 
циально оговоренных, эксперименты, описанные ниже, проводи- 
лись на взрослых самцах крыс весом 300—350 г. 

Эндорфин контролируется в рагз п\егие а. Механизм, конт- 
ролирующий секрецию в рагз И\егте а, все еще остается неяс- 
ным. У крыс эта ткань очень бедна сосудами [7] —в отличие от 
рагз$ 413{а!з; можно думать в связи с этим, что либерины, перено- 
сящиеся от гипоталамуса портальной сосудистой системой, имеют 
меньшее значение для регуляции секреции в раг$ пцегтеа по 
сравнению с таковой в рагз @1${а1$. При этом в рагз ицегше а 
обнаруживаются обильная иннервация [7] и наличие многих пред- 
полагаемых нейромедиаторов [3, 16]. У человека, однако, нет 
обособленной раг$ ицегте а, а клетки интермедиального типа 
рассеяны по рагз 413аИз [6, 14]. Не получено пока еще никаких 
данных о том, что иннервация этих рассеянных клеток сходна с 
ТОЙ, которая наблюдается у низших млекопитающих. Было выска- 
зано предположение о том, что В-эндорфин и В-меланоцитстиму- 
Лирующий гормон (В-МСГ) образуются из пептида-предшествени- 
та В-липотропина (В-ЛПГ) [2]. Недавно были получены данные 
© том, что адренокортикотропин (содержащий последовательность 
г) и В-ЛПГ сами образуются из не" 
а с мол. массой 31000 дальтон [ в р = 
веника ее. а биологической ак- 
тивност, о На щилВЕ а. ес. Ниже мы сумми- 
руем т о ео — ‘изучали изменение 
содер зультаты экспериментов, в которых М, т а 
Я эндорфинов в гипофизе при воздействиях, рые, 

ю, изменяют содержание МСГ в гипофизе. 
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1 1а иннервируется от паравен ) 

У крыс рагз ицегте а иннер на р Е. Трикулярн ВХ 

т ПВЯ), и билатеральное поврежд о ядра приво я о ей 
го ядра ( : не дбн о 
к увеличению содержания МСГ в нейромедиальной доле, обнару, и. я 
живаемому как по биологической активности [9], так и радио 1 ф ; 
мунологическим методом [20]. Увеличение содержания Мсг И тори 
железе сопровождается увеличением количества циркулирующе, 
го МСГ [20]. В наших опытах билатеральное, гистологически «еоГО офизе 
подтвержденное повреждение ПВЯ не влияло на содержание эн. | | 
дорфина ни в нейроинтермедиальной, ни в передней долях гип. слмито ‚други 
физа у крыс (табл. 1). ПВЯ может быть стимулировано сосанием да, КРЫСЫ 


о фимЕ 
Таблица | фи 
Влияние экспериментальных воздействий на содержание 
МСГ и эндорфина в гипофизе!) 








Влияние вве 
р р — оо 
Изменение в содер- Изменение в содер- 
жании МСГ жании эндорфина) 
Экспериментальное воздействие 
н.ид.| пд |нид| па | Возде 
МДД [НИД | ПА 
Билатеральное повреждение паравентри- 0 | 
кулярного ядра 13) — 0 6 и 
Вскармливание детеныша 4) 44) 0 | рыь 
Воздействие гипертоническим солевым Го . Морфин 1 
раствором 45) = |8) | О кк, 1 
Г КСО, | мг 
оофин х КГ, 3 
М Че 
') Н.И.Д. — нейроинтермедиальная доля; П.Д, — передняя доля; | — достоверное Уве Н 
личение содержания в г: 


- 
ипофизе (р—< 0,05); $ — достоверное снижение содержания В Ги 
физе (р<0,05); 0 — отсутствие достоверных изменений 
прочерк (—) — не изучалось. 
2) Неопубликованные данные. 
$) Данные взяты из работ [9, 20]. 7 И 
1) В этих экспериментах нейроинтермедиальная и передняя доли не разделялись (171 Ча 
5) Данные взяты из работы [8]. 


содержания в гипофизе (р>0,05}; 


т ЕВЕ ВЕНА 
| 


т 

ааа до 
8) Этот эффект наблюдали у 50% обработанных животных. ‚ м м 5 \ 

сы „абд Ию, 
а 
груди; эта стимуляция снижает содержание МСГ в аж 3 и 
[17]. Однако у наших крыс, которые после родов лактировали а | 

течение менее чем двадцати четырех часов или в течение недели, н Вы бек 
содержание эндорфинов в гипофизе остается в нормальных пре а Чены ме 

| делах (табл. 1). Замена питьевой воды гипертоническим раство т 

ром хлористого натрия вызыва 


В- 
ет увеличение содержания МС 


нейроинтермедиальной доле [8 
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соединения и имеют общее происхождение. Несомненно, т 
что пептиды с различной биологической активностью мог 
диться под дифференцированным контролем, дает живот 
ределенное преимущество. 

Функции тех или иных гормонов часто могут нарушаться при 
введении больших доз экзогенных веществ, действующих на рецеп- 
торы этих гормонов. В связи с этим мы изучали действие хрони- 
ческого введения опиоидных препаратов на содержание эндорфи- 
нов в гипофизе крыс. У части хронически морфинизированных крыс 
симптомы опиатной абстиненции вызывались введением налоксо- 
на. Крысы других групп получали однократные высокие дозы мор- 
фия или налоксона (табл. 2). Ни одно из этих воздействий не вы- 


от факт, 
ут нахо- 
ному оп- 


Таблица 2 


Влияние введения опиатов на содержание эндорфина в гипофизе 























Содержание эндорфина, единицы 150 
на одну железу 
Воздействие 
нейроинтермедиаль- 
передняя доля ная доля 

Контроль 12,8-+2,3 (5) 5,3-1,5 (5) 
Морфин, 10 мг/кг, 1 ч 10,9-5 1,6 (6) 6,8-2,1 (6) 
Налоксон, 1 мг/кг, 30 мин 10,3==2,5 (6) 4,3-0,6 (6) 
оо хронически, 3 сутб 2-51,5 (6) 4,3-0,8 (6) 
и хронически, 3 сут-налоксон, 9.71.2 (6) 3,6--0,5 (6) 
Таблетки плацебо, 3 сут? 13,0+1,6 (5) ‚42,0 (4) 








1) За три дня до начала эксперимента крысам имплантировали О к 
эфирным наркозом 5 морфиновых таблеток, содержащих 75 мг морфина, считая 
чество по основанию 
и пла х стах к льные 
2) Таблетки плацебо не содержали морфина. Во всех остальных КОБ 
крысы подвергались тем же воздействиям, что и хронически морфинизирова 


одбор крыс для различных экспериментальных групп был случайным. 


зывало достоверного изменения содержания эндорфина в нее 
3е. Введение налоксона хронически ет ей 
вызывало типичные симптомы опиатной абстиненции. л ег аж 
ожидать выброса эндорфинов в ответ на НЕ и 
вации опиатных рецепторов относительно такового Нас 5 и 
ности. Однако слабое снижение содержания эндорф едостовер- 
физе, наблюдаемое в это время, было О Бнхорфина 
ным. Возможно, что увеличение выброса о 5ы Ат 
все же происходит при опиатной абстиненци» г ы лезе. В связи 
ется увеличением образования эндорфина в самой и в 
с этим интересно отметить, что достоверное у п НН 
Эндорфина в гипофизе может наблюдаться носле ь НЕ 
‘Трессорных стимулов, таких, как электрошок ны 

Отраничение (Бейзман и др., В печати). 
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Активность эндорфина в крови 


ие 15 
Присутствие высоких концентраций эндорфинов в эндокрив- и, 


ной железе говорит о том, что этот материал может выделять 


ь . ся и и кр 
кровоток в активной форме и оказывать деиствие на отдаленный Ро у откИ 


от него орган-мишень (или органы-мишени). Если это так на й ний 


3 
самом деле, то содержание циркулирующего в крови эндорфина с ир‹ 
может правильнее отражать степень использования эндорфинав |. Й 





какое-то определенное время, чем его содержание в железе, ко- 


в №3 (и: ельности 
торое может быть стабилизировано в относительно узких преде- | я вар требуют 


ИО 
лах изменениями в скоростях синтеза и деградации. „ зи этих | 
Наши первоначальные эксперименты (Су и др., в печати) бы $ уногие 
ли направлены на получение данных о содержании в крови ма- донимунол 


а, 
териала с химическими свойствами В-эндорфина. В качестве кри- н—. ‚ хотя 
териев опиоидной активности нами было выбрано: 1) подавлене И #2 
стереоспецифического связывания 3Н-эторфина в препаратах мемб- рае продуктов ; 
ран мозга и 2) сниженное подавление стереоспецифического связ №1108 И ыы 
зывания ЗН-налоксона в присутствии 100 мм МаС1. Предваритель- 


Норморфин, мвМ 


01 1,0 п | Зы зыражаем призна’ 


и ‘чилфицированиу 
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Рис. 2. Подавление стереоспецифического связывания ЗН-налоксона (8 нМ) (м м 1 С 
Экстрактами сыворотки крысы в присутствии и в отсутствие Ма+ (93 мМ). По ‚№ ЦИ, ето 
си ординат отложено подавление (4%) стереоспецифического связывания, по оси ц, 0 Ут В, 
абсцисс — объем (мкл) экстракта сыворотки или концентрация (мкМ) нормор- а Че. 
фина. 100 мкл экстракта сыворотки эквивалентны 4,7 мл крысиной ЕвовОтЕя. № т М ь 
Объем инкубационной смеси 500 мкл. Черные квадраты — экстракт крысиной | т -р А. 
сыворотки без Мат. Светлые кружки -— норморфин. С с м 
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ные эксперименты показали, что ингибирующий мат 

пцимся мол. массой около 3000 дал - и. 
жу : тон может быть экстраги- 
ован из сыворотки нескольких видов млекопитающих. х р 
чественно содержание активного материала в а рый 
цах значительно варьирует. Имеется ряд данных о том ай 
рагированный материал обладает опиоидными свойствами: о 
ность экстракта сыворотки крысы подавлять стереоспецифическое 
связывание ЗН-налоксона в присутствии 100 мМ Мас! и 
в 6—10 раз (рис. 2). Природа активного компонента, причины 
значительной вариабельности его выхода и его связь Е гипофи- 
зарным эндорфином требуют дальнейшего выяснения. Можно на- 
деяться, что многие из этих проблем будут разрешены при разви- 
тии надежных радиоиммунологических методов определения гипо- 
физарного эндорфина, хотя трудности в однозначной идентифика- 
ции индивидуальных пептидов на фоне других близкородствен- 
ных пептидов и продуктов деградации не следует преуменьшать- 


* * 
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Мы выражаем признательность Рекхе Падхиа и Маделине 
Радо за квалифицированную техническую помощь. 
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УЧАСТИЕ ГИПОТАЛАМИЧЕСКИХ ЭНДОРФИНОВ 
В КОНТРОЛЕ ВЫДЕЛЕНИЯ ПРОЛАКТИНА 


А. ГАЙДОТТИ, Л. ГРЭНДИСОН 
(А. Сш4о, Г. Сгапа!зоп) 


После существовавшей вначале некоторой неопределенности 
теперь уже установлено наличие довольно тесной корреляции меж- 
ду содержанием иммунохимически определяемых эндорфинов 
(энкефалины и В-эндорфин) [2, 8, 31] и наличием иммуногистохи- 
мически визуализируемых эндорфинсо 
29]. Наличие большой сети 
стках, иг 
18, 31] 
ров [4, 
эффекты 


гипоталамусе [2, 8, 
том, что эти пептид 





Дов, В ТОМ ЧИСЛЕ 
неа [2], а также 1 
Зууег высвобожден 
3 МОтаДаМНО 

ИЕН Уодул 

Цени п о: 
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В задачу нашего исследования входило получить данные, сви- 
детельствующие о присущей эндорфинам гипоталамуса физиоло- 
гической нейромедиаторной или нейромодуляторной роли в ре- 
гуляции функций гипофиза. - 


Данные о внутригипоталамическом действии 
энкефалиновых рецепторов 


Несомненно, что наблюдение индуцирующего действия внутри- 
желудочково введенных эндорфинов на высвобождение пролак- 
тина и гормона роста интересно с фармакологической точки зре- 
ния, но не дает ответа на следующий вопрос: участвуют ли опи- 
атные рецепторы и их эндогенные лиганды в гипоталамо-гипофи- 
зарной функции? Внутрижелудочковое введение некоторых других 
пептидов, в том числе тиролиберина [27], брадикинина или факто- 
ра сна [12], а также непептидных соединений [26, 27], также ин- 
дуцирует высвобождение пролактина. Чтобы понять, действуют ли 
эти гипоталамические эндорфины сами по себе как нейроэндо- 
кринные модуляторы, мы попытались вызвать изменения в вы- 
свобождении пролактина, блокируя функционирование опиатных 
рецепторов налтрексоном. Как показывают данные табл. |, си- 


Таблица 1 


Влияние налтрексона на базальную концентрацию 
пролактина в сыворотке!) 


Временная зависимость Зависимость доза— эффект 
Е 


Время посл ы Содержание про- 
е введения Содержание пролак- оза налтрексона, р: 

(1 мг/кг в/бр) тина, нг/мл д лактина, нг/мл 
налтрексона, ч сыворотки сыворотки 


11,3-2,3 
6,2-1,2?) 
0,72) 

2,62) 





10,2- 
12,0=3,2 


о. хе ео ад о ЩЕ 


ацией. Для изучения зависимо- 
ния налтрексона. Пролактин в 
тест-набора, предоставленного 
едставляет собой среднее 


ок екапит: 
<т рыс Спрэг-Доули весом 180—220 г забивали д 
чыволова — ответ животных забивали через 1 ч о НеЫ 
м © измеряли с помощью радиоиммунохими 
дом РниНагу Ногшопе Ргоегапит. Каждое значение пр 
крыс+средняя ошибка. 
Р-—0,05 при сравнении с контролем. 
рыс вызывает заметное 


ции сывороточного про- 

ия ‚а: Это снижение было максимальным через 1 ч после ры 

Налтрексона (1 мг/кг) и сохранялось в течение более че Е 
5 
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Кроме того, налтрексон также снижал концентрацию Пролактина 
в сыворотке овариэктомированных самок крыс, получавших эстро- 
ген. В этих экспериментальных условиях базальное содержание 
пролактина составляло 187-12 нг/мл сыворотки; налтрексон 
(0,25 мг/кг, внутрибрюшинно) снижал этот уровень примерно 
на 50$. 

Системное введение налтрексона могло изменить образование 
и высвобождение пролактина следующим путем: 1) действуя непо. 
средственно на клетки гипофиза, 2) действуя на периферические 
рецепторы эндорфина с последующей модификацией нормальной 
регуляторной системы обратной связи, передающей сигналы к бо- 
лее высоким нервным центрам, 3) воздействуя на опиатные ре- 
цепторы участков мозга, влияющих на функцию гипоталамаса и 
4) воздействуя прямо на опиатные рецепторы гипоталамуса. Для 
выявления участка, в котором осуществляется действие налтрексо- 
на, приводящее к изменению высвобождения пролактина, мы в 
первую очередь исследовали прямое действие налтрексона ш уго 
на изолированный гипофиз и действие ш \Ё\о внутригипоталами- 
ческих инъекций опиатных агонистов и антагонистов. Как пока- 
зано в табл. 2, налтрексон (10-6 или 10-4 М) не способен снизить 
высвобождение пролактина из изолированных половинок гипофиза 
Ш уЦго. Наоборот, дофамин в концентрации 5.10-7 М снижает 
высвобождение пролактина приблизительно на 50%. 

В другой группе экспериментов мы показали, что у самцов 
крысы с деафферентированным гипоталамусом системное введе- 
ние налтрексона вызывает такое же снижение высвобождения 
пролактина, как и у интактных животных (табл. 3). В результате 
мы пришли к выводу, что подавление высвобождения пролактина 
отражает прямой эффект налтрексона на уровне гипоталамуса. 
Для подтверждения этого вывода мы проводили инъекцию вВ-ЭН- 
дорфина в медиобазальный гипоталамус (положение канюли конт- 
ролировали гистологически) и внутрибрюшинную инъекцию нал- 
трексона. Как показано в табл. 4, индуцированное В-эндорфином 


Таблица 2 
Высвобождение пролактина из половинок гипофиза!) 
= 


Воздействие Выделение пролактина, нг/мг ткани 


Е 


Контроль 





1,15 0,21 
Налтрексон (10-8 М) 1,1+0,13 
Налтрексон (10-4 М) 1,340,17 
Дофамин ((5-10-т М) 0,4=0,1°) 





1) Условия эксперимента те же, 
2) р<0,05 по сравнению с конт 
результатов пяти экспериментов. 


что описаны у Шаара и Клеменса [30]. 
ролем. Каждое значение представляет собой среднее из 









еибокдение пролакт 
и бушн ДО ПЕПТИДА. 
у реление концен 
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Таблица 3 
Влияние налтрексона на концентрацию пролактина в 


сыворотке крыс с деафферентацией гипоталамуса!) 





Содержание пролактина, нг/мл сыворотки 





Соединение 


Интактные крысы на 





Физиологический раствор 2213,1 
Налтрексон 


8,7 32) 








') Использовали крыс-самцов весом 200—220 г через 7 сут после деафферентации гипо 
таламуса [14]. Налтрексон (1 мг/кг; внутрибрюшинно) инъецировали за | ч до экспери- 
мента. Кровь отбирали из сердца под легким эфирным наркозом. Каждое значение пред. 
ставляет собой среднее результатов 6 экспериментов- средняя ошибка. 

2) р<0,05 по сравнению с крысами, получавшими физиологический раствор. 


высвобождение пролактина блокируется при введении налтрексона 
за 10 мин до пептида. Аналогично этому индуцированное морфи- 
ном увеличение концентрации сывороточного пролактина у живот- 
ных с деафферентацией гипоталамуса блокируется налтрексоном 
(данные не приведены). Кроме того, мы также наблюдали 
(табл. 3), что прямая инъекция налтрексона (25 нг в 1 мкл) в 
гипоталамус вызывает заметное снижение (40—50%) концентра- 
ции сывороточного пролактина. 

В другой серии экспериментов, здесь не приведенных, мы 
установили также, что адреналэктомия не изменяет действия нал- 
трексона на высвобождение пролактина. Суммируя результаты 
этих экспериментов, можно сказать, что физиологическое высво- 


Таблица 4 
Внутригипоталамическое взаимодействие налтрексона 
и В-эндорфина*) 


лил сори АЬ Г ЕВЕ ИНН 


Содержание пролактина при внутригипоталамической 
инъекции, нг/мл сыворотки 


о ЕЕ 
Внутрибрюшинная инъекция 


Физиологиче- 
ский раствор 


и: г. по о о Нар ИИВИИЫ 


Налтрексон В-Эндорфин &а-Эндорфин 





: 2) 2,5 
Физиологический раствор 1842,1 | 90,79 Е Е. 
алтрексон 1,2-1,2 5 





п 
реотеряли Е после И 

ат 5 экспериментов-=средняя ошибка. о 

 р< 0,05 при КЕ КраОВми. получавшими физиологический раствор 


Р<0,05 при сравнении с соответствующей контрольной группой. 
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бождение пролактина может быть снижено при блокаде Опиатных 
рецепторов; отсюда следует, что эндогенные лиганды опиатных 
рецепторов в гипоталамусе участвуют тонически в регуляции ыы 
реции пролактина при базальных условиях или в условиях стиу 
ЛЯЦИИ высвобождения эстрогеном. 


у- 


Влияние налтрексона 
на индуцированное стрессом высвобождение 
пролактина 


Способность стресса индуцировать обращаемую налоксоном 
анальгезию у животных и человека [1, 19, 24, 25] наводит на 
мысль о том, что эндогенные лиганды опиатных рецепторов могут 
опосредовать некоторые сенсорные и эмоциональные ответы на 
стресс [24]. Поскольку специфическое взаимодействие между 
‘мозгом и гипофизом оказалось критическим в адаптивном ответе 
организма на стимулы окружающей среды, мы решили выяснить, 
участвуют ли эндорфины гипоталамуса в индуцированном стрес- 
сом высвобождении пролактина у крыс. В качестве стрессорного 
стимула был выбран неизбегаемый шок конечностей, поскольку 
ранее было показано, что этот стимул вызывает зависимое от на- 
локсона снижение болевого ответа [24]. У крыс, подвергнутых 
электрическому шоку конечностей (1 мА, шок в течение [ с каж- 
дые 5 с), в течение 10 мин отмечено сильное повышение концент- 

рации сывороточного пролактина (табл. 5); однако предваритель- 
| Таблица 5 


Влияние налтрексона на высво 


бождение пролактина, 
вызываемое шоком конечностей, 


галоперидолом и резерпином? 


Содержание пролактина, нг/мл 





сыворотки 
Стимул 
: аа: Налтрексон 
| РЕ Е ния 
| Контроль (п=9) 1142,5 6,2-0,5) 
Шок конечностей (и=9) 758 - 1543,7) 
Галоперидол (п=7) (0,025 мг/кг; Г 
внутрибрюшинно) 687,92) 554,3 
Резерпин (п=9) (2 мг/кг; внутри- г 
брюшинно) 44-- 32) 45-56 








мин и бч до забоя соотв 
гутем декапитации че о 
бен Фф 
р< 0,05 при сравнении с контрольны ысами, получавшими физно- 
логический раствор. р ль 
) 





-=0,05 при сравнении обработанных `налтрексоном крыс © крысами 
соответствующих групп, получавшими физиологический раствор- 
к 
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ное введение налтрексона значительно снижает это увеличение 
(табл. 5). 


Взаимодействие между стимуляцией 


опиатных рецепторов гипоталамуса 
и дофаминовыми нейронами срединного 
возвышения 


Согласно результатам Фуксе и Хокфельта, дофаминсодержа- 
щие нервные терминали заметно концентрируются во внешних 
слоях срединного возвышения [9], а тела нейронов, соответству- 
ющие этим нервным терминалям, локализованы главным образом 
в аркуатном ядре [17]. Благодаря этим данным получила распро- 
странение гипотеза, согласно которой выделяющийся из нейронов 
срединного возвышения дофамин является главным, если не един- 
ственным, фактором, ингибирующим пролактин. Следовательно, 
представлялось важным, во-первых, выяснить, участвуют ли до- 
фаминовые нейроны в индуцированном опиоидами высвобождении 
пролактина, а во-вторых, установить, как стимуляция или блока- 
да опиатных рецепторов может нарушить или модифицировать дей- 
ствие дофаминовых нейронов. В качестве модели для изучения 
этого взаимодействия мы использовали введение налтрексона 
животным, у которых функция дофаминовых рецепторов была 
блокирована введением галоперидола (блокатора дофаминовых 
рецепторов) или резерпйна (лекарственного препарата, вызываю- 
щего истощение содержания дофамина в гипоталамусе). Оба пре- 
парата (табл. 5) вызывали резкое увеличение концентрации про- 
лактина в сыворотке нормальных самцов крысы и в сыворотке 
овариэктомированных самок, получавших эстрадиол (данные не 
приведены). Налтрексон не блокировал высвобождения пролакти- 
на, индуцированного галоперидолом или резерпином. 


Заключение 


Используя налтрексон в качестве инструмента для м 
вания функции опиатных рецепторов, мы получили ПАН, По 
тверждающие участие эндорфинов в эндогенной модуляции . а 
ождения пролактина. Следовательно, большие количества о . ру. 
живаемых иммуногистохимически И иммунорадиохимически не 
иНОВ в гипоталамусе необходимы, по-видимому, для ее № 
ния какой-то физиологической функции. На самом деле нал р р 
Сон не способен подавить высвобождение пролактина из Изолт р 
занных гипофизов, но оказывается эффективным, когда медио 
альный участок гипоталамуса соединен с гипофизом. 
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Эксперименты с шоком конечностей показывают, что э 
новая система гипоталамуса может обеспечивать помимо Тониче. 
ского контроля высвобождения пролактина также и Модуляторную 
связь между сенсорным эмоциональным восприятием и высвобож. 
дением гормона. 

Как следует из предварительных данных [10], опиатный ан. 
тагонист налоксон влияет на содержание в плазме кортикостерон. | 
дов (и, по-видимому, на высвобождение АКТГ) у подвергнутых 
стрессу мышей. Если это наблюдение подтвердится, то можно бу- 


НДорфи. 


кА 
А х 


ых 
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дет сделать вывод, что лиганды опиатных рецепторов гипотала. | г р в 
муса модулируют высвобождение не только АКТГ, но и В-эндор- ть м 
фина из кортикотропных клеток гипофиза. Система эндорфинов ий и, 
будет тогда представлять собой уникальную нейронную и гормо- М 


нальную систему в адаптивном ответе организма на различные 
стимулы окружающей среды. 
Поскольку фармакологическая инактивация функций дофами- 
на предотвращает действие налтрексона на высвобождение про- 
лактина, то дофаминэргический тракт между аркуатным ядром и 
срединным возвышением может представлять конечную нейронную ' 
связь в действии опиатов. Действительно, в свете данных об ана- 
томическом расположении эндорфинсодержащих нейронов в гипо- 
таламусе [2] и сообщения Ферланда о том, что введение эндор- 
финов может оказывать влияние на функцию дофаминовых ней- 
ронов [7], представляется возможным, что эндорфины и дофамин 
регулируют высвобождение пролактина в соответствии с той ор- 
ганизацией, при которой эти два нейрона действуют последова- | 
тельно. Этой гипотезе соответствует отсутствие прямого пролактин- 
освобождающего действия эндорфинов (В-эндорфина или энкефа- 
линов) при непосредственном воздействии на половинки гипофиза 
шт уйго [6, 28]. Однако нейроанатомическую связь опиатов с до- 
фаминовыми и другими нейромедиаторными системами гипотала- | 
муса трудно установить, основываясь только на фармакологиче- | 
ских экспериментах. Чтобы иметь возможность делать какие-ли- 
бо выводы о роли различных предполагаемых нейромедиаторов В 
высвобождении гормонов гипофиза, необходимо прежде осущест- 
вить электрофизиологическое или иммуногистохимическое опреде 


| \ ление внутригипоталамической активации нейронов, запасающих 
лиганды опиатных рецепторов. 
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ВЛИЯНИЕ ЭНКЕФАЛИНОВ 
НА МЕТАБОЛИЗМ КАТЕХОЛАМИНОВ 
В ЦЕНТРАЛЬНОЙ НЕРВНОЙ СИСТЕМЕ КРЫС 


С. АЛГЕРИ, Н. БРУНЕЛЛО, Ц. КАЛЬДЕРИНИ, А. КОНСОЛАЦИОНИ 
(5. А№вегь № Вгипео, С. Саегиц, А. Сопзо]а2101!) 


Энкефалины представляют собой природные пентапептиды [20, 
21, 30], обнаруженные недавно в различных отделах мозга мле- 
копитающих. Было показано, что энкефалины имитируют фарма- 
кологическое действие морфина на изолированных препаратах 
гладких мышц [21], при связывании с опиатными рецепторами 
[30], при анальгезии [7, 15, 22] и при тестах на моторную актив- 
ность [22]. Морфин и другие наркотические анальгезирующие 
средства обладают способностью стимулировать синтез дофамина 


|5, 9, 28] и, по-видимому, норадреналина [5]. В связи с этим 
представляло интерес установить, существует ли сходство между 
морфином и энкефалином в 


их биохимическом действии на кате- 
.‚ холамины центральной нервной системы. 

Поскольку продолжительность действия природных пептидов 
оказывается очень короткой — вследствие быстрой их инактивации 
эндопептидазами мозга [19, 24], требовалось разработать метод 
быстрой оценки скорости синтеза катехоламинов. Подходящим ме- 
тодом оказалось измерение ‘включения ЗН- Г.-тирезина в катехол- 
амины вскоре после его внутривенного введения. 


В серии экспериментов, подробно обсуждаемых в другой 
статье [8], было показано, что введение высоких доз мет-энкефа- 
лина снижает включение меченого предшественника в дофамин 
стриатума (полосатого тела) и норадреналин коры головного моз- 
га. Однако по мере увеличения концентрации эндогенного тирози- 
на, обусловленного высвобождением этой аминокислоты из мет-эн- 
кефалина в ходе ферментативного гидролиза [19, 24], искусствен- 
ное изменение удельной радиоактивности предшественника делает 
интерпретацию этих результатов неоднозначной. Недавно был син- 
тезирован аналог мет-энкефалина, у которого глициновый остаток 
во 2-м положении цепи природного пентапептида заменен на 
Р-аланин. Такое замещение делает пептид устойчивым к эндопеп- 
тидазе, что в свою очередь приводит к усилению и пролонгирова- 
нию его морфиноподобного действия [25, 32] (табл. 1и 2). т 
рижелудочковая инъекция | мкг Ш-А|!а-мет-энкефалинамид 
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Влияние энкефалинов на метаболизм катехоламинов в ЦНС 


Таблица 1 
Каталептогенный эффект О-а1а-мет-э 


(О АМЭА) нкефалинамида 





Время после инъекции, мин 


Количество 
О-АМЭА на крысу, мкг 





1 75 
10 100 80 60 
25 100 | 100 | 100 





1) Каталепсию оценивали, помещая крыс передними лапками на полочку 
высотой 10 см. Результат теста оценивался как положительный, если крыса 
оставалась в этом положении более чем 30 с. Тест проводили на группах по 
5 крыс. Результаты представлены как относительное число (%) крыс в каж- 
дой группе, дающих ответную реакцию. Р-А!а-мет-энкефалинамид вводили 
в латеральный желудочек мозга через две постоянные канюли. 


Таблица 2 
Антиноцицептивное действие О-А1а-мет-энкефалинамида (2-АМЭА)!) 





Время после 
инъекции, мин 


Количество Р-АМЭА 
на крысу, мкг 





212,3 
811,23) | 5,442 
142,13) | 14,523) 





1 > 
0 ЕЕ 1442,32) | 19, 
55 Е 19,54 1,58) | 2 

















мления хвоста [27]. 
‘) Антиноцицептивный эффект оценивали, используя ах Е 
Эта процедура основана на определении давления (в произ Е На  иаО 
мого, чтобы вызвать голосовой сигнал у испытываемой трысыи Нок В 
толосового сигнала после приложения 21 ед. давления ЕН О На 
щее избегнуть повреждения хвоста), то записывался т м абротчез вони 
чение представляет среднее значение единиц давлениязср! ООН и Ода 
ое в группе из 5 крыс. Пептид растворяли в физиологическо» 
теральный желудочек через две ПОСТОВ ЕКЫЕ канюли. 
) р<0,01 по отношению к времени 0. ) 
; - ьюдента). 
*) р< 0,001 по отношению к времени 0 (парный {тест Стьюд 


- аа 
(2-АМЭА) оказывается достаточной, чтобы раны 
СКое состояние и увеличение порогового значения эффекты оказы- 
е3ию при сжатии хвоста. При такой малой дозе А 
ваются непродолжительными, но при В Ти 2). При- 
тельность эффекта может достигать 60 мин (т ` характеристики 
Зеденные биохимические и фармакологические › вы действия 
УКазывают, что этот пентапептид пригоден для изуч ного проис- 
эНкефалинов на метаболизм катехоламинов централь 

ХОждения. 
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Влияние Р-А!а-мет-энкефалинамида 
на дофаминэргическую систему в стриатуме 
и лимбических областях крысы 


ВЛИЯНИЕ О-АГА-МЕТ-ЭНКЕФАЛИНАМИДА НА КОНЦЕНТРАЦИЮ 
ДИОКСИФЕНИЛУКСУСНОЙ И ГОМОВАНИЛИНОВОЙ КИСЛОТ 


Внутрижелудочковое введение О-А1а-мет-энкефалинамида ВЫ. 
зывает повышение концентрации кислотных катаболитов дофами. 
на, гомованилиновой кислоты и диоксифенилуксусной кислоты Ш 


нг/г д 
2000 
ее 
4 
1500 - 
1000 4+ аи: 
_--$ а * р< 0,05 
= ** р< 007 





900 2% 


*х р< 0.01 





60’ Время, мия 


Рис. 1. А. График зависимости межд 
`центрацией диоксифенилуксусной (Г) 
вводили за 45 мин до забоя животных. 
‚уксусной (1) и гомованилиновой (11) 
‚интервалы времени после 
‘растворяли в физиологичес 


`лудочек мозга через две постоянные канюли. Каждая точка представляет сред- 
нее значение 5 измерений = средняя ошибка. 


У дозой Р-А1а-мет-энкефалинамида и кон” 
и гомованилиновой (11) кислот. Пептид 








Влияние энкефалинов таб 
ф в на метаболизм катехоламинов в ЦНС 


не/е А 








т. действие налоксона на увеличение концентраций го- 

ИЯ ( ) и дифенилуксусной (Б) кислот в стриатуме после обработки 

и ВИ (Р-АМЭА). Налоксон (1 мг/кг) вводили подкожно 

но инфузии пептида (25 мкг в латеральный желудочек мозга). Инъек- 

а та повторяли через 6 мин после инфузии пептида и животных заби- 
ерез 60 мин после инфузии пептида. 


Заштрихованный столбик = Физиологический раствор-- Физиологический раствор 
Белый столбик = Физиологический раствор -+Р-АМЭА 
Ш Черный столбик—Налоксон-- Физиологический раствор 
ахматный столбик= Налоксон+-)-АМЭА 


Каждый с 

* в столбик представляет среднее значение 5 измерений = средняя ошибка. 

о еримент от группы получавших Т-АМЭА крыс р<0,01 по факториальному 
менту (2Х2) и тесту Туке для несмешанного среднего. 








При 
ри измерении концентрации этих двух катаболитов через 45 мин 


по 
ется дозозависимое повыше- 


1 центраций, особенно в случае г 
‚ 1). Введение 25 мкг р-А!а-мет-энкефалинамида вызывает по- 


Выше 
ние концентраций гомованилиновой И диоксифенилуксусной 
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кислот, особенно заметное через 60 мин после введения пептида 
(рис. 1). 

Введение опиатного антагониста налоксона полностью подав. 
ляет увеличение концентраций обоих катаболитов дофамина; сле. 
довательно, биохимический эффект Р-А1а-мет-энкефалинамида 
обусловлен его взаимодействием с опиатными рецепторами 
(рис. 2). 


ВЛИЯНИЕ О-АТА-МЕТ-ЭНКЕФАЛИНАМИДА 
НА ОБМЕН ДОФАМИНА 


Для лучшего понимания природы накопления дезаминирован- 
ных катаболитов мы изучили влияние О-А|а-мет-энкефалинамида 
(25 мкг) на их накопление в ткани нейронов после блокирования 
их транспорта введением пробенецида (400 мг/кг; внутрибрюшин- 
но) [31]. И диоксифенилуксусная, и гомованилиновая кислоты в 
большой степени накапливаются в стриатуме крыс, получавших 
Р-А\а-мет-энкефалинамид (рис. 3). Это свидетельствует о повыше- 
нии образования катаболитов и, следовательно, об увеличении 
скорости обмена исходного амина. Увеличение скорости обмена 
дофамина наблюдается также в лимбической системе (рис. 4), 


нг/г 
8000 А 
2500 
2000 


1500 


1000 





К 50' 60° 90’ 
* р<005 В 
к» р 001 С! Время, мин 





Рис. 3. Накопление диоксифенилуксусной (А) и гомованилиновой (Б) кислот по- 
сле введения пробенецида (400 мг/кг; внутрибрюшинно) в стриатуме крыс, полу- 
чавших внутрижелудочковые инъекции Р-А!а-мет-энкефалинамида (1:25 мкг/ 
100 мкл) или физиологического раствора (11; 10 мкл). Пептид вводили за 5 мин до 
инъекции пробенецида. Каждая точка представляег собой среднее значение для 
5 препаратов = средняя ошибка. Каждая 


п точка сравнивалась с соответствующей 
точкой для физиологического раствора на основе теста Туке. 
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Рис. 4. Накопление диоксифенилуксусной (А) и гомованилиновой (Б) кислот 
после введения пробеницида (400 мг/кг; внутрибрюшинно) в лимбической систе- 
ме крыс, получавших внутрижелудочковые инъекции О-А1а-мет-энкефалинамида 
(Г; 25 мкг/10 мкл) или физиологического раствора (11; 10 мкл). Пептид вводи- 
ли за 5 мин до инъекции пробенецида. Каждая точка представляет собой сред- 
нее значение для 5 препаратов = средняя ошибка. Каждая точка сравнивалась 


с соответствующей точкой для физиологического раствора на основе теста 
Туке. 


участке мозга, содержащем аккумбентное и центральное миндале- 
видное ядра. Как было показано, эти.участки мозга обильно ин- 
нервированы терминалями, взаимодействующими с антителами к 
энкефалинам [16], и могут играть важную роль в опосредовании 
анальгезирующего и каталептогенного эффектов опиатов [4]. 

Стимулирующее действие О-А1а-мет-энкефалинамида на об- 
мен дофамина в стриатуме подтверждается ускоряющим деистви- 
ем этого пептида на снижение содержания дофамина после блока- 
ды синтеза катехоламинов а-метилтирозином (250 мг/кг; внутри- 
венно) по методу Броди и др. [16]. Как показано на рис. 5, через 
1 ч после введения а-метилтирозина содержание дофамина оказы- 
вается значительно ниже в стриатуме крыс, получавших пептид за 

мин до блокады синтеза катехоламинов. Через 2 ч после вве- 
дения а-метилтирозина эти различия не выявляются, по-видимому, 
Вследствие прекращения действия пептида. 

В Е = мет-энкефалина [8] введение 10 мкг 
-А1а-мет-энкефалина не вызывает изменения содержания эндо- 
тенного тирозина (табл. 3); следовательно, по крайней мере в те- 
чение рассматриваемого промежутка времени (35 мин) выделе- 


Ние этой аминокислоты из синтетического пентапептида не проис- 
Ходит. 
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Таблица 3 
Влияние внутрижелудочковой инъекции р-АМЭА на не Дофамина 
в стриатуме и лимбической системе 


ВР о и 


'Лимбическая система 





Физиологи- Физиологи- 
ческий раствор р-АМЭ ческий раствор 0-АМЭ 




















\ 1 1267 126--6 62-4 634 

ты т, 3340—320 | 3700400 | 1460-70 1790955 
Дофамин нмоль/Г 6443,5 

нКи/г 450-44 
И. П. нмоль/г/20’ 9,5-0,7 
ДФУК нмоль/Г 3,540,2 

нКи/г 104-7,6 
3-МТ нКи/г 443,6 











') Крысы получали 10 мкг О-АМЭА за 10 мин до внутрижелудочковой инъекции 1-3,5- 
ЗН-тирозина (45 Ки/ммоль; 14 мкКи на крысу). Крыс забивали через 20 мин после введе- 
ния радиоактивного изотопа. Содержание тирозина, дофамина и диоксифенилуксусной кис- 
лоты (ДФУК) измеряли флуориметрически и радиометрически [18]; содержание 3-метокситир- 
амина (3-МТ) измеряли раднометрически [18]. Синтез дофамина оценивали путем опреде- 
ления индекса превращения (И.П.) тирозина в дофамин по формуле И.П.=дофамин 
(нКи/г)/(тирозинХ удельная радиоактивность) [29]. Результаты представлены как среднее 


семи измерений+средняя ошибка. Каждый результат получен на основании анализа поло- 
сатого тела трех крыс. 


2) р< 0,05. 
3) р< 0,01. 
“) р< 0,001 (+-тест Стьюдента). 


При инъекции следовых доз [.-3,5-3Н-тирозина в латеральный 
желудочек мозга крыс (14 мкКи/крыса; 45 Ки/ммоль) через 
20 мин после инъекции пептида (10 мкг/крыса, в желудочек) об- 
разование радиоактивного дофамина заметно усиливается 
(табл. 3). Это усиление отражает стимулирующее действие на син- 
тез дофамина, о чем можно судить по увеличению индекса пре- 
вращения тирозина в дофамин у крыс, получавших О-А1а-мет-эн- 
кефалинамид. На увеличение обмена дофамина указывает также 
и повышение содержания эндогенной и радиоактивной диоксифе- 
нилуксусной кислоты (табл. 3). С другой стороны, образование но- 
восинтезированного 3-метокситирамина не изменяется под влияни- 
ем данного опиоида. Накопление этого катаболита может служить 
хорошим показателем высвобождения нейромедиаторов из нерв- 


ных терминалей [13, 18]; следовательно, увеличение скорости об- 


мена дофамина, контролируемое Р-А!а-мет-энкефалинамидом, не 
приводит к увеличению электрической активности нейронов, а 
остается феноменом, ограниченным внутренней частью нейронов. 
Этот вывод находится в соответствии с известным ингибирующим 
действием энкефалинов на активность нейронов [17] ис ингиби- 
рующим действием другого опиоидного пептида, эндорфина, на 
высвобождение дофамина из срезов стриатума [23]. 


Влияние О-А!а-мет-энкефалинамида на обмен дофамина еще 
более заметно в лимбических Участках, где индекс превращения 
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Рис. 5. Влияние введения О-А!а-мет-энкефалинамида (А) на снижение содержа- 
ния дофамина в стриатуме и норадреналина (Б) в коре мозга крыс после воздей- 
ствия а-метилтирозином. 

Р-А!а-мет-энкефалинамид (А) (Г; 25 мкг/10 мкл) или физиологический раствор 
(П) вводили в латеральный желудочек мозга. Каждая точка представляет со- 
бой среднее значение 5 препаратов-=средняя ошибка. Различие между группами 
оценивали на основе теста Туке. 


тирозина в дофамин увеличивается на 604 против 30%-ного уве- 
личения в стриатуме (табл. 3). Это особенно интересно в свете 
того факта, что некоторые лимбические структуры играют особую 
роль в опосредовании анальгезирующего и каталептогенного эф- 
фектов опиатов [14]. 


ВЛИЯНИЕ О-АТА-МЕТ-ЭНКЕФАЛИНАМИДА 
НА ЧУВСТВИТЕЛЬНУЮ К ДОФАМИНУ АДЕНИЛАТЦИКЛАЗУ 
В СТРИАТУМЕ КРЫС 


Действие на обмен дофамина и каталептогенный эффект 
-АЛа-мет-энкефалинамида свидетельствуют о нейролептоподобном 
механизме его действия. 
шла ь препараты увеличивают обмен р 
при участии механизма обратной связи, сопровождающего их ло- 
кирующее действие на постсинаптические дофаминовые рецепто- 
ры [2, 10]. В соответствии с этим взаимодействием нейролепти- 
ческие препараты подавляют стимулирующее действие дофамина 
на чувствительную к дофамину аденилатциклазу ПИ. . 
отличие от нейролептических средств, но В соответствии с 
эффектом морфина [12], Р-А!а-мет-энкефалинамид, добавленный 
К препарату аденилатциклазы стриатума, не влияет ни на базаль- 
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ную активность фермента, ни на стимулирующее действие 
мина (рис. 6). В соответствии с полученными результатами 
можность нейролептоподобного механизма действия опиоид 


пептидов может быть исключена. 


Дофа- 


В03- 
НЫХ 


ВЛИЯНИЕ П-АГА-МЕТ-ЭНКЕФАЛИНАМИДА НА КОРТИКАЛЬНУЮ 
НОРАДРЕНЭРГИЧЕСКУЮ СИСТЕМУ 


р-А!а-мет-энкефалин оказывается неэффективным в корти- 
кальной норадренэргической системе. Действительно, введение 
пептида не влияет ни на скорость исчезновения норадреналина из 
коры после блокады его синтеза (рис. 5), ни на скорость включе- 
ния ЗН-тирозина в этот катехоламин (табл. 4). 













Заключение и выводы 


Р-А!а-мет-энкефалинамид представляет собой синтетический 
аналог мет-энкефалина, природного пентапептида, обладающего 
морфиноподобной активностью. Действие аналога на моторную ак- 
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Таблица 4 
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Влияние внутрижелудочковой инъекции О-А1а- 
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Тирозин, нмоль/Г 89-2 
нКи/г 5780-Е 640 

Норадреналин, нмоль/г 
нКи/Г 

И.П., нмоль/ (г/20”) 











') Воздействие и методы такие же, как и описанные в табл. 3, 


тивность крыс и его анальгезирующий эффект сильно напоминают 
эффекты морфина и мет-энкефалина, хотя природный пептид ме- 
нее активен вследствие более быстрой инактивации эндопепти- 
дазами мозга [19, 24]. Сходство с морфином проявляется также 
ив биохимическом действии на дофаминэргическую систему: сти- 
мулирующее действие на обмен дофамина было твердо установ- 
лено при всех использованных нами методологических подходах, 
а также подтверждено результатами работы другой группы иссле- 
дователей, представленными на этом симпозиуме [3]. 

Согласно нашим данным, этот эффект опосредуется увеличе- 
нием активности тирозингидроксилазы. Влияние О-А1а-мет-энке- 
фалинамида на дофамин обусловлено взаимодействием пептида с 
опиатными рецепторами, что следует из полного подавления эф- 
фекта при обработке налоксоном. Вместе с тем ясно, что эти ре- 
цепторы отличаются от постсинаптических дофаминовых рецепто- 
ров, поскольку О-А1а-мет-энкефалинамид не оказывает никакого 
действия на чувствительную к дофамину аденилатциклазу. 

Увеличение обмена дофамина не сопровождается увеличением 
дофаминэргической активности нейронов, поскольку образование 

"метилтирамина, продукта выделяемого нейромедиатора, при 
Этом не увеличивается. 
Рассмотренные биохимические эффекты очень близки к тем 
эффектам, которые наблюдаются после воздействия антагониста- 
МИ гамма-аминомасляной кислоты [13, 26]. Этот факт, а также 
потенцирующее действие имитирующих гамма-аминомасляную 
Кислоту лекарственных препаратов на морфиновую анальгезию 
› 34] позволя винуть рабочую гипотезу о взаимодействии 
Энкеф аа й й через ГАМК-эргиче- 
алинов с дофаминэргической системой чер 
ие нейроны. 


1594 
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НЕКОТОРЫЕ ФАРМАКОЛОГИЧЕСКИЕ 
СВОЙСТВА ЕКЗЗ-824, СТАБИЛЬНОГО, 
АКТИВНОГО ПРИ ПЕРОРАЛЬНОМ ВВЕДЕНИИ 
АНАЛОГА МЕТИОНИН-ЭНКЕФАЛИНА 


Р. Ц. ХИЛЛ, Д. РЕМЕР, Х. Х. БЮШЕР 
(В. С. НИШ, О. Воешег, Н. Н. Виезевег) 


На рис. | приведена структура препарата ЕКЗЗ-824 — пента- 
пептида, структурно родственного предполагаемому нейромедиато- 
ру — мет-энкефалину. При парэнтеральном введении ЕКЗЗ-894 вы- 
зывает анальгезию у мышей, крыс и макаков-резусов (табл. |). 

У мышей при использовании теста горячей пластинки ЕКЗЗ-894 
оказывается вдвое эффективнее морфина при подкожном введе- 
нии, но в 3—4 раза менее активным, чем морфин, при введении 
рег 03. У крыс при использовании метода электрической стимуля- 
ции хвоста [3] РКЗЗ-824 оказывается в 7 раз активнее морфина 
в подавлении двигательного рефлекса и вдвое активнее морфина 
в подавлении голосового сигнала. У макаков-резусов при опре- 
делении методом, основанным на титровании шока [8], эффектив- 


ность ЕКЗЗ-824 составляет одну треть от эффективности морфина 
при подкожном введении. 























Таблица 1 
Е МЕ ТЫ, БРА О ЗИ ИАНАЫ 
л Е 
тест = ББ мт 
ВЕНЕВ: ЕАН 5. С а НАИВ 
Горячая пластинка | ЕК 33-824  |Подкожно 1,1 
(мышь) Рег 0$ 20,5 
Морфин Подкожно РЯ 
Рег оз 5,8 
Электростимуляция ВК 33-824  |Подкожно 0,5 | М й 
ь оторный рефлекс 
хвоста (крыса) » 0,6 ея сигнал 
Морфин » 3,3 | Моторный рефлекс 
» 1,6 | Голосовой сигнал 
Титрование шока (ма- | ЕК 33-824 » 1,8 
как-резус) Ректально | 56 | Минимальная эффек- 
Морфин Подкожно 0,56] тивная доза 
Ректально 2>100 





При ректальном введении ЕКЗЗ-824 (56 мг/кг) обладает 
анальгезирующим действием, тогда как морфин (100 мг/кг) ока- 
зывается неэффективным. Продолжительность анальгезирующего 
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Рис. 1. Строение пентапептида ЕКЗЗ-824. 


Я 
«_— Морфин {О мг/кг в/в 
х——2Х 33-824 1,6 ме/ке в/в 


< 





Различия в пороге, мА 


| 
2 
Времл. Ч 


© 
— 


льгезию оценива- 
Рис. 2. Продолжительность анальгезии у макаков-резусов. а в пороге до 
ли по Борену и Мэлису [2]. По оси ординат отложен р 

и после обработки макаков-резусов- 
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действия после внутривенного введения обезьянам Морфина 
ЕКЗЗ-894 была одинаковой (рис. 2). я 

При использовании теста травмы хвоста у мышей вве 
налоксона (0,56 мг/кг, внутривенно) за две минуты до ИНЪ 
ЕКЗ3-824 или морфина вызывает параллельное смещение Вправо 
кривой, характеризующей зависимость анальгезивного ответа от 
дозы; значение Е) в обоих случаях увеличивается в 4 раза. 

У мышей с физической зависимостью от морфина, индуциро- 
ванной имплантацией на четверо суток таблеток морфина (одна 
таблетка весом 75 мг на мышь), анальгезирующее — действие 
ЕКЗ3-824 и морфина в тесте с горячей пластинкой оказывается 
значительно ниже по сравнению с анальгезирующим действием 
тех же доз у независимых от морфина мышей (табл. 2). Таким об- 


Дение 
екции 




















Таблица 2 
Среднее время реакции, с | 
Морфин 
а и Мыши с имплантацией Мыши без имплантации 
мг/кг 
30 мин 
до воз- через 30 мин до воз- через 
после воз- после воз- 
Ве ВСЕ действия действия 
ВР ВЕСИ | ДО 
ЕК 33-824 1,0 7,5 12,8 6 18,8 
М 3,2 8,0 16,6 4,6 30,0 
Е 15 8,8 19,8 5,4 30 


разом, ЕКЗЗ-824 обладает 
ном. Помимо описанных эксп 


Герцем и сотр. [5]: рефлекс 
конечности вызывали у каж 


иев водопровод (между 3-м и 4-м желудочка“ 
ми), используя метод, предложенный Герцем и сотр. [5]. Прин- 
цип этого метода заключается в имплантации канюль в два разЗ- 
о ТЕ ВЕНТракУлярной Систёмы и инъекции эуцериновом 


мази (0,1 мл) оне точки вентрикулярной системы для 
ограничения диффузии лекарствен 
ного препарата. 
ЕКЗ3-824 (3,2 а, 


г 

мкг на кролика в 0,1 мл) и морфин (320 м 

на кролика в 0,1 мл) вызывали в этих опытах одинаковый эф 
фект (табл. 3). Блокада 4-го желудочка предотвращала анальге 


зирующее действие обоих препаратов, тогда как блокада 3-го 
желудочка и силь 


1- 
виева водопровода не влияла на их анальгез+ 


> 








обоях соединен 
легко ДОСТИЖИМ 

Введение н 
дочек вызывает 
я выраженной 
оказывает подо 
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. Таблица 3 
о 








Лекарственный Участ < й 7 
т парат инъецировали ор ат г а КА/КИи) 

ть мы о 
У ЕК 33-824 3-й желудочек Сильвиев водопровод 0/2 

ЕК 33-824 4-й желудочек То же 3/3 
м, ЕК 33-824 Водопровод 4-й желудочек 0/2 
м Морфин 3-й желудочек Сильвиев водопровод 0/2 
м Морфин 4-й желудочек >» 2/2 
[ 
Ч 
нь 1) КА —кролики с анальгезивным ответом; КИ — кролики, получившие инъекции. 


рующую активность. Следовательно, анальгезирующий эффект 
мы обоих соединений зависит частично от их действия на структуры, 
легко достижимые из 4-го желудочка. 
Введение несколько более высоких доз ЕКЗЗ-894 в 4-й желу- 
== дочек вызывает также заметную акинезию, характеризующую- 
ся выраженной ригидностью мышц. Морфин, с другой стороны, не 
оказывает подобного действия ни при каких дозах, что указывает 
на различия в участках действия между этими двумя препа- 
ратами. В самом деле, ригидность мышц, обусловленная ЕКЗЗ-824, 
напоминает таковую, вызываемую В-эндорфином у крысе [1]. 
Продолжив на крысах исследования, проведенные нами с кро- 
ликами, мы обнаружили, что по способности индуцировать акине- 
зию ЕКЗ3-824 при введении в желудочек оказывается в 46 раз 
эффективнее В-эндорфина. Ригидность, индуцированная обоими 
соединениями, немедленно обращается низкими дозами налоксо- 





на (0,56 мг/кг, внутривенно), тогда как апоморфин лишь в зна- 

И чительно больших дозах (примерно 20 мг/кг, подкожно) вызывает 

КА заметное ослабление ригидности. Это находится в ЕЕ 
ый результатами Изуми и др. [6], исследовавших действие В-эндор 


на. Трудно сказать, указывает ли это на специфическое иваимо- 
действие ЕКЗЗ-824 с дофаминэргическими механизмами, а 
ку доза апоморфина 20 мг/кг является очень я и 
превышает дозу, необходимую для индукции стереот 
дения у необученных животных. 
есь других сходных черт в и ом 
действии ЕКЗЗ-824 и В-эндорфина. Оба препарата — а 
тельную анальгезию, причем в тесте травмы хвос а 
30 раз эффективнее (при расчете в молярнои Е Е ры 
В-эндорфин. Оба соединения вызывают о Я 
скую зависимость [8] и обладают перекрестной Аа 
морфином. Далее, ЕКЗЗ-824, подобно нь и пролакти- 
а заметную стимуляцию секреции гормона Р 
а 
п итоги, можно сказать, что ЕКЗЗ-824 представляет со 


й й еще- 
бой эффективное, длительно действующее анальгезирующее вещ 
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ство, обладающее многими биологическими свойствами В-эндо ; 


фина. Помимо возможного клинического интереса Доступность п в ® 
стабильность ЕКЗЗ-824 делают его ценным инструментом в иЗуче. Е 
НИИ действия опиоидных пептидов. 
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И ДРУГИМИ НЕЙРОННЫМИ СИСТЕМАМИ 
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Ф. МОРОНИ, Х.-Ю. Т. ЯНГ 


(Е. Соза, \/. ЕгаНа, {. $. Нопа, Е. Могош, Н.-У. Т. Уапз) 


Хьюс и др. [8] показали, что лей- и мет-энкефалин могут слу- 
жить эндогенными лигандами для опиатных рецепторов в мозгу 
млекопитающих. Эти два пентапептида запасаются в нейронах 
[, 2], неравномерно распределены в мозгу крысы [4, 20, 21, 24] 
и могут рассматриваться как два предполагаемых нейромедиата- 
ра. Неизвестно, запасаются ли мет- и лей-энкефалин в одних и тех 
же или в различных нейронах; содержание лей-энкефалина в раз- 
личных структурах мозга крыс не превышает 10—20% содержания 
мет-энкефалина [24]. В связи с этим можно думать, что либо в 
каждой структуре только малое число нейронов запасает лей-энке- 
фалин, либо существует некоторое метаболическое взаимодействие 
между мет- и лей-энкефалином. Пока еще установлены не все де- 
тали метаболического расщепления энкефалинов, однако известно, 
Что в экстрактах мозга быстрая инактивация мет-энкефалина 
включает в себя выделение тирозина, обусловленное активностью 
аминопептидазы [12]. Такая инактивация наблюдается при внут- 
рижелудочковой перфузии мет-энкефалина [12], что ставит под 
сомнение представление о физиологической значимости этого меха- 
Низма. В настоящее время остается неизвестным, является ли 
Превращение мет-энкефалина в лей-энкефалин одним из этапов 
Внутринейронного метаболизма или рецептивной инактивации мет- 
Энкефалина. = 

Окажутся ли энкефалины, как это представляется сейчас, но- 
ВЫМ классом предполагаемых нейромедиаторов, будет зависеть от 
Того, удастся ли показать, что их метаболизм и запасание могут 
контролироваться транссинаптически, путем активации других 
Нейромедиаторных рецепторов. Это означает, что терминали аксо- 
на, иннервирующие энкефалинэргические нейроны, могут модифи- 
Цировать хранение или метаболизм энкефалинов, образующихся 
И запасающихся в постсинаптических нейронах; и наоборот, акти- 
зация энкефалинэргических рецепторов мозга может модифициро- 
т Хранение или метаболизм медиатора, ры и мезранах, 

ЮЩих опиатные рецепторы на своих меморанах. 
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Несомненно, что для проверки представления о транссинапти. 
ческой модуляции функции энкефалинов требуются соответств Ю- 
щие нейроанатомические данные о положении и реципрокном сн. 
наптическом взаимодействии других нейронов с энкефалинэргиче. 
скими нейронами. Среди энкефалинэргических нейронов, которым 
уделялось больше внимания в биохимических и иммуногистохими- 
ческих исследованиях, оказались внутренние нейроны неостриату- 
ма [2, 4]. Исследования, проведенные с применением каиновой 
кислоты [4], показали, что разрушение этим аналогом глутамино- 
вой кислоты тел нейронов, присутствующих в неостриатуме, сопро- 
Рождается резким снижением содержания энкефалинов. Эти дан- 
ные нашли подтверждение в работах других исследователей 
(ПТварц и др., данное издание); более того, присутствие в стриату- 
ме энкефалинэргических тел нейронов было подтверждено имму- 
ногистохимическими исследованиями [2] с использованием колхи- 
цина для облегчения накопления энкефалинов в телах нейронов. 
В других исследованиях было показано [17], что значительное ко- 
личество опиатных рецепторов в стриатуме ассоциировано с дофа- 
миновыми нейронами. Более того, изучение повреждений нейронов 

(К. Квелло, данное издание), приводящих к деафферентации блед- 
ного шара, указывает на существование энкефалинэргического 
тракта между хвостатым ядром и бледным шаром. Для изучения 
вопроса, действительно ли энкефалинэргические нейроны стриату- 
ма связаны транссинаптически с дофаминэргическими терминаля- 
ми, мы использовали в качестве биохимического маркера содержа: 
ние мет-энкефалина. Анатомические и биохимические данные [9] 
свидетельствуют о том, что гиппокамп представляет собой идеаль- 
ную структуру для изучения энкефалинэргических синапсов с %0- 
линэргическими нейронами. Все холинэргические терминали гип- 
покампа имеют начало в области перегородки, характеризующей- 
ся высокой плотностью опиатных рецепторов и высоким содержа- 
нием соответствующих эндогенных лигандов [3]. Для выяснения 
вопроса, могут ли энкефалинэргические нейроны взаимодейство- 
вать с холинэргическим септально-гиппокампальным трактом, мы 
изучали метаболизм ацетилхолина в гиппокампе после прямой сти- 
мулящии перегородки или местной инъекции агонистов опиатных 
рецепторов. 2 
Поскольку синаптология и цитохимия гамма-аминомасляной 
кислоты (ГАМК) в базальных ядрах достаточно хорошо исследо- 
ваны и поскольку эти структуры характеризуются высоким НИ 
жанием энкефалинов [3], мы изучили также влияние инъекц 


яд- 
морфина на метаболизм ГАМК в хвостатом и аккумбентном 
рах. 
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Модель для изучения взаимодействия 
между дофаминэргическими и энкефалинэргическими 
неиронами в стриатуме крыс 


С тем чтобы облегчить изучение взаи 
личными типами нейронов, мы построили п 


(рис. 1), основанную на современных представлениях о цитохимии 
стриатума. Эта модель может предсказать нейронные взаимодей- 
ствия в стриатуме крыс. Вкратце она описываст две независимые 
петли обратной связи, которые регулируют нигро-стриарный дофа- 
минэргический тракт и эфферентный тракт, включающий в себя 
два тракта между хвостатым ядром и бледным шаром: один, по- 
видимому, энкефалинэргический и второй — ГАМК-эргический. Две 
петли, регулирующие дофаминэргические нейроны, представляют 
собой: 1) классическую стрио-нигральную петлю, образованную 
длинными аксонами нейронов и регулирующую возбудимость тел 
дофаминэргических нейронов, и 2) петлю коротких аксонов внут- 
ренних нейронов стриатума, которые замыкаются на дофаминэр- 
тических терминалях [17] и включают в себя энкефалинэргиче- 
ские нейроны (рис. 1). Эта петля регулирует количество высво- 
бождающегося дофамина нигро-каудатными терминалями путем 
активации опиатных рецепторов, расположенных на терминалях 
дофаминовых аксонов. Функционально петля длинных аксонов 
фокусирует конвергентную регуляцию тела дофаминэргических 
нейронов со стороны различных участков стриатума, а петля ко- 
ротких аксонов фокусируется на специализированных участках 
дофаминэргических терминалей, локализует информацию и регу- 
лирует высвобождение дофамина из терминалей независимо от из- 
менения скорости активации дофаминовых нейронов. На рис. 1 
показано, что длинные аксоны стрио-нигрального тракта, сходя- 
щиеся на телах дофаминэргических нейронов, включают в ‚себя 
Две параллельные группы, каждая из которых состоит из И 
ких нейронных элементов; первая группа включает три а неи 
Ронов, высвобождающих соответственно дофамин, век а 
‚ а вторая серия содержит два типа и Е ее. 
ющих соответственно дофамин изещество Р (рис. ). А. 2 к 
и ГАМК, и вещество Р, высвобождающиеся в зибзтапиа ы =. 
терминалей стрио-нигральных аксонов, Ня . 
ЧФаминэргических ‘нейронов зи`фзфапйа шота: Г. Е: О 
вещество Р возбуждает дофаминэргические нейроны. р 
“троить рабочую модель, синапсы между дофаминовыми и ацети 
Холи: — и офаминовыми и содержащими 
новыми нейронами или между д ми, не 
“щество Р ней т показали на рис. 1 тормозными, 
.. нейронами Е При блокировании 
имея никаких прямых доказательств этому. ри а 
Дофамино ра и наблюдается увеличение активност 
Неро ргической передач Р [5], и холинэргических нейро- 
нов, содержащих вещество [ , ь 


модействий между раз- 
редварительную модель 
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нов [18]. Поскольку, согласно приведенной на рис. | модели 


я т но И. 
напсы между ацетилхолиновыми и ГАМК-эргическими нейронаму 
являются тормозными, то вызванное блокаторами дофаминовых 


рецепторов увеличение высвобождения ацетилхолина тормозит 
расположенные постсинаптически ГАМК-эргические нейроны. Ак. 
тивность длинных аксонов ГАМК-эргический нейронов, ин. 
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нервирующих зирзбапца пибга, уменьшается, что сопровождается 
снижением торможения дофаминэргических нейронов в зибзбап#а 


пота. Предположение о тормозном действии холанэргических ней- 
ронов подтверждается результатами экспериментов с клоза- 
пином, который одновременно блокирует дофаминовые и ацетил- 
холиновые рецепторы [14, 18, 22. 23]. : 

Регуляторная петля коротких аксонов, которая является внут- 
ренней для стриатума и которая детально представлена в верхней 
части рис. 1, включает в себя по крайней мере три типа нейронов, 
высвобождающих соответственно дофамин, ацетилхолин и энке- 
фалин. Энкефалинэргические тейроны замыкаются на дофамино- 
вых аксонах [17] (а также Каренци, данное издание), но функция 
такого пресинаптического контроля неясна. И наконец, другой осо- 
бенностью модели, показанной на рис. 1, является то, что ГАМК- 
эргические, ацетилхолинэргические и энкефалинэргические нейро- 
ны не только регулируются дофамином, но обладают также стиму- 
лирующими афферентами со стороны коры, которые, как сейчас 
принято считать, являются глутаминэргическими. 





Проверка модели. 
Модуляция энкефалинэргических нейронов 
дофаминовыми терминалями 


Мы не располагаем подходящим биохимическим зондом, © 
помощью которого можно было бы однозначно показать, что до- 
фаминэргическая иннервация хвостатого ядра влияет на актив- 
ность энкефалинэргических нейронов. В самом деле, мы не можем - 
ни оценить скорость метаболизма энкефалинов, ни интерпрети- 
ровать изменение равновесного содержания энкефалинов с точки 
зрения их метаболизма, поскольку регуляция полипептидных ней- 
ромедиаторов все еще недостаточно изучена. Для того чтобы по- 
Лучить некоторую информацию, мы измерили с помошью ей 
того ранее радиоиммунологического метода [24] содержание к 
энкефалина через различное время после односторонней гемис ыы 
Ции мозга. Гемисекция была ориентирована, как описано р 

1, афференты стриарных нейронов, начинающиеся в стволе мо 
`а, повреждались практически полностью. Е 
анные, приведенные в табл. Ё показывают, что р Ее. 
ДНей после гемитрансекции содержание мет-энкефалина Е 
ерентированном стриатуме имеет тенденцию к м Е 
сравнению с таковым в контрлатеральном ее о = 
Различия не были статистически достоверными. аки кс 

сут после операции содержание мет-энкефалина в деафф а: 
Рованном стриатуме оказывалось почти вдвое выше, чем на ь ыы 
атеральной интактной стороне. Чтобы удостовериться, деис 
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Таблица | 
Концентрация мет-энкефалина в стриатуме крыс через 


различное время после гемисекции? 





Концентрация мет-энкефалина, нг/мг белка 
Число дней 


после операции ` внтактвая сторона | рассеченная сторо | 5 


интактная сторона рассеченная сторона 


7 100,70 131,2 
30 9,9-=0,60 161,4 <0,01 





1) п=6—8. 


тельно ли это увеличение обусловлено моноаминэргической денер- 
зацией, мы вводили крысам резерпин и обнаружили, что хрониче- 
ское введение резерпина также приводит к повышению содержания 
мет-энкефалина в стриатуме. Однако при использованных до- 
зах резерпина нельзя было выяснить, участвуют ли в этом катехо- 
ламины или серотонин или же и катехоламины, и серотонин. Для 


выяснения природы участвующей в иннервации моноаминэргиче- 


<кой системы мы затем вводили крысам галоперидол, специфиче- 
оки блокирующий до 


фаминовые ‘рецепторы. Данные, приведенные 
в табл. 2, показывают, что одноразовая инъекция галоперидола 
(2 мг/кг, внутрибрюшинно) не изменяет содержания мет- или лей- 
энкефалина в стриатуме, определяемого через 2 ч после инъекции. 
Когда введение галоперидола повторяли ежедневно в течение 
21 сут, то содержание мет- и лей-энкефалина в стриатуме увели 
чивалось, и это увеличение было высокодостоверным (табл. 2). 
Важно отметить, что содержание обоих энкефалинов увеличивает. 
СЯ в сравнимой степени и что это увеличение происходит в одной 


ИЕ же структуре. В самом деле, это одновременное увеличение 
кет означать, что между двумя энк т мета- 
ефалинами существуе 
болическая связь. о р . 


Таблица 2 

Концентрации мет- и лей 
после хронического 
(2мг/кг в ден 


-энкефалина в стриатуме крыс 
воздействия галоперидолом 
ь, внутрибрюшинйо)!) 


‘а, 
Концентрация энкефалин. 
Воздействие Длитель- ты белка 


ность, 
сут 


мет-энкефалин лей-энкеф: 


Физиологический раствор 


0,10 
Галоперидол | р Е 
‘Физиологический раствор ы а 1,40,12, 
Галоперидол 21 ое) 2'440,10° 


2) р< 0,01 при с 
р ри сравнении с крысами, получавшими физиологический раствор- 
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Таблица 3 


Концентрация мет-энкефалина в хвостатом ядре 
и гипоталамусе крыс, получавших в течение 21 ДНЯ 
инъекции галоперидола (2 мг/кг в день)+) 





Концентрация мет-энкефалина, нг/мг белка 





Структура мозга 
руктур: физиологический 


раствор галоперидол 








Хвостатое ядро 
Гипоталамус 





1) л=6—8. 


Специфичность действия галоперидола подтверждается тем, 
что увеличение содержания мет-энкефалина в стриатуме может 
быть достигнуто использованием меньших доз галоперидола 
(0,1 мг/кг в день в течение 3 недель) или сравнимых доз других 
каталептогенных антипсихотических препаратов [5]. Увеличение 
содержания мет-энкефалина, вызванное галоперидолом, затраги- 
вает только определенные участки мозга: в частности, оно не об- 
наруживается в гипоталамусе (табл. 3), перегородке и гипофизе 
\[5]. При этом галоперидол вызывает увеличение содержания мет- 
энкефалина в бледном шаре и аккумбентном ядре [5]. Избира- 
тельная локализация ответа в определенных участках мозга пока- 
зывает, что это увеличение не обусловлено прямым действием 
лекарственного препарата на ферменты, регулирующие метабо- 
Лизм энкефалина. Поскольку одиночная инъекция галоперидола 
не увеличивает содержания энкефалина в стриатуме, мы предио- 
ложили существование двух модальностей в регуляции равновес- 
ного содержания энкефалинов: кратковременную, не модулируе- 
мую транссинаптически, и долговременную, которая может регу- 
Лироваться транссинаптически. На основании полученных нами ре- 
Зультатов мы заключили, что регуляция энкефалинов в стриатуме 
Зависит частично от транссинаптического высвобождения дофами- 
На в В гипоталамусе или перегородке 
уляции равновесного содер- 

ие нейромедиаторы. К со- 

уме, не позволяют устано- 

илизация энкефалинов при 

ы не можем сказать, 

свобождение энкефалинов при 

ии шизофрении. В настоящее 


тельном м . у : ен 
едикаментозном леч 
с призванные ответить на этот 


е 
Ремя мы разрабатываем методы, 


Зопрос. 
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Транссинаптическая модуляция эндорфинами 
метаболизма ацетилхолина 


Действие В-эндорфина на метаболизм ацетилхолина изучали 
в различных структурах мозга крыс, получавших внутрижелудоч. 
ковую инъекцию В-эндорфина в дозе 0,29 нмоль на крысу [14— 
16]. Скорость обновления ацетилхолина снижалась в бледном ша. 
ре, аккумбентном ядре, коре и гиппокампе, но не в хвобтатом ядре 
[14—16]. В 10 раз более высокие дозы В-энкефалина также не из. 
меняли скорости обновления ацетилхолина в хвостатом ядре, Для 
ограничения зоны действия В-эндорфина в перегородку мозга крыс 
имплантировали канюлю, и лекарственные препараты инъецирова- 
лись внутриперегородочно [14, 15]. И морфин, и В-эндорфин при 
внутриперегородочной инъекции могли‘ снижать скорость обновле- 
ния ацетилхолина в гиппокампе, но не влияли на скорость обнов- 
ления ацетилхолина в коре. Поскольку перегородка содержит 
ацетилхолинэргические тракты, уходящие как в гиппоками, так и 
в кору [10], мы заключили, что опиатные рецепторы участвуют в 
регуляции септально-гиппокампального тракта, но не септально- 
кортикального тракта. Этот вывод был подтвержден в эксперимен- 
тах, показавших, что парэнтеральное введение налоксона препятст- 
вует снижению скорости обновления ацетилхолина в гиппокампе, 
обусловленному внутриперегородочной инъекцией В-эндорфина 
[15], и, наоборот, внутриперегородочная инъекция налоксона пре- 
пятствует действию введенного внутрижелудочково В-эндорфина 
[16]. Отсюда следует, что энкефалинэргические нейроны перегород- 
ки регулируют скорость обновления ацетилхолина в септально-гип- 
покампальном тракте. Однако участвующие в этом синаптические 
механизмы точно еще не установлены. В других экспериментах 
[19] было показано, что катехоламиноргические синапсы в пере- 


т интактной катехоламинэргической иннерва- 
экспериментов, в задачу которых 
ли В-эндорфин на скорость обнов- 
участках мозга, показывают, что 
новления ацетилхолина в бледном 
ре [16]. Из этого следует, что трансси- 


наитический механизм, регулирующий количество  запасаемого 
ацетилхолина в аккумбентн 


осредственно на энкефалин-ацетил- 
холиновые синапсы в бледном шаре (см. рис. 1), либо они моди- 
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фицируют активность ГАМК-эргических нейронов, связывающих 
хвостатое ядро с бледным шаром, и таким образом регулируют 
метаболизм ацетилхолина в бледном шаре [11]. Чтобы выяснить, 
опосредовано ли вызванное В-эндорфином снижение скорости об- 
новления ацетилхолина в бледном шаре действием на ГАМК-эр- 
тические механизмы, мы измерили действие морфина на скорость 
обновления ГАМК в хвостатом ядре. Результаты этих эксперимен- 
тов приведены в табл. 4. Морфин снижает скорость обновления 
ГАМК в хвостатом, но не в аккумбентном ядре. Действие морфи- 
на подавляется налтрексоном, который сам по себе не изменяет 
скорости обновления ацетилхолина в’ хвостатом и аккумбентном 
ядрах (табл. 4). С одной стороны, эти данные подтверждают нашу 











Таблица 4 
Влияние морфина на обновление ГАМК в хвостатом 
и аккумбентном ядрах’ 
Хвостатое ядро Аккумбентное ядро 
содержа- содержа- 
ние ГАМК, СОглмк, ние ГАМК СОглмк, 
нмоль/мг | нмоль/мг белка/ч | НМолЬ/МГ | нмоль/мг белка/ч 
белка белка 





Ф Й 201,8 640-93 36=3,0 521-71 
а раствор (6) 2942'2 2961332) | 3744,8 455-70 
Морфин?) --налтрексон (5) 181,0 580 94 425,4 465 140 




















' СОгАМК — скорость обновления ГАМК. Доза морфина составляла> 70 мкмоль/кг 
(внутрибрюшинно). Доза налоксона составляла 15 мкмоль[кг (внутрибрюшинно). 
*) р<0,01. 


теперешнюю точку зрения о том, что активация дофамина 
ских, энкефалинэргических, ГАМК-эргических и’ холинэрг! я 
нейронов в хвостатом ядре отличается от таковой в ыы 
ядре. Но с другой стороны, само по себе снижение Я т 
ления ГАМК в хвостатом ядре скорее исключает вом с 
Го, что вызванное В-эндорфином снижение скорости и 
ацетилхолина в бледном шаре включает в ан ее 
Эргических нейронов, соединяющих стриатум с Е ПАРЫ т 
Следует подчеркнуть, однако, что существует н ТК 
10в ГАМК в хвостатом ядре: имеются, по-эйдимому ый у р 
ных нейронных пула помимо пула глиальных а Е 
Эргических нейронных пула в хвостатом ядре ты т 
дато-нигральными нейронами, каудато-наллилаль Е о 
И внутренними ГАМК-эргическими нейронами. т к 
кие наблюдения делают невозможным проена : › а > 
на пулов д ес р. о, о. к 
за обновл р 
НОВления ГАМК помо ряется только в хвостатом ядре. В настоящее 
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время мы изучаем скорость обновления ГАМК в зи {ап 


На п 
1 
и бледном шаре крыс после инъекции физиологического раствора 
различных доз В-эндорфина или морфина. Результаты этих.” 


х 
периментов должны выявить синаптические механизмы, ра 
мые морфином в стриатуме, что дает возможность понять, какиц 
образом морфин влияет на экстрапирамидные функции. Боде 
того, они смогут объяснить, какие постсинаптические рецепторы 
участвуют в вызываемой морфином каталепсии. 


Заключение 


Проведенные эксперименты показали, что измерение равно- 
весного уровня и скорости обновления предполагаемых нейро- 
медиаторов позволяет высказать предположение о запасании эн- 
кефалинов в нейронах и сформулировать рабочую гипотезу о 
транссинаптическом взаимодействии между ними и другими медиа- 
торными системами. Мы показали, что энкефалинэргические систе- 
мы в стриатуме и аккумбентном ядре модулируются транссинап- 
тически дофаминовыми синапсами. Блокирование этих синапсов 
вызывает накопление мет-энкефалина; осталось неизвестным, с0- 
ответствует ли это накопление функциональному ингибированию. 
Наоборот, метаболизм ГАМК в хвостатом ядре подавляется транс- 
синаптически энкефалинэргическими синапсами, которые, однако, 
не модулируют метаболизма ацетилхолина в хвостатом ядре. Ме- 
таболизм ацетилхолина в аккумбентном ядре снижается при акти- 


вации энкефалинэргических рецепторов. Данные об избирательном 
взаимодействии между энке 


фалинэргическими, ГАМК-эргическими 
и ацетилхолинэргическими нейронными системами в септально- 
гиппокампальной, стрио-нигральной и стриатарной системах и В 
аккумбентном ядре подтверждают точку зрения о том, что энкефа- 
лин осуществляет нейромедиаторную функцию, взаимодействуя с 
постсинаптическими рецепторами, расположенными на мембранах 
неиронов перегородки, аккумбентного ядра и стриатума. 
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Аксоны клеток Пуркинье представляют собой единственный 
ВЫХОД из мозжечка, и, следовательно, эти клетки служат точками 
конвергенции для выхода нейронной информации из мозжечка. 
Клетки Пуркинье получают возбудительные импульсы по лиано- | 
видным и параллельным мшистым волокнам и тормозные импуль- 
сы от клеток, расположенных внутри мозжечка, корзинчатых и 


Действительно, 





звездчатых клеток. Последние в свою очередь активируются кол- ‚ м раздичнь 
латералями от лиановидных и параллельных волокон. Каждое прта, опа, 10 
лиановидное волокно исходит из верхнего ядра оливы и простира- Ва 
ется непосредственно к ограниченному количеству клеток Пур | ЕЯ С в к 
кинье. Система параллельных волокон исходит из гранулярных ответе 


клеток внутри мозжечка и 
ферентацию от мшистых в 
моста [1, 2]. п. 


получает главную возбуждающую аф- 
олокон, берущих свое начало от ядер 
рирода возбуждающих нейромедиаторов, выделяе- 
мых системами лиановидных и параллельных мшистых волокон, 
неизвестна, а роль ингибирующего медиатора различных ингиби- 


рующих афферентов клеток Пуркинье отводится гамма-аминомас- | 
ляной кислоте (ГАМК). ‚, 


Биохимическим ИНДИ 
новидных волокон слу 
3’,5-монофосфата (< С 


катором активности параллельных и лиа- | 
жит содержание циклического гуанозин- | 
МР) в коре мозжечка. В самом деле, фар- | 
макологически индуцированная стимуляция параллельных ИЛИ 
лиановидных волокон увеличивает содержание сСМР в мозжечке 
[3—5]. И наоборот, ‘воздействия, приводящие к повышению 
ГАМК-эргической активности или содержания ГАМК в мозжечке, 
снижают в мозжечке содержание сСМР [6—8]. И наконец, сниже- | 
ние ГАМК-эргической передачи или содержания `ГАМК в мозжеч- 

ке связано 


9, 10]. 
в ре мозжечка [9, 10] 
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Действительно, недавние исследования показали, что инги- 
бирование а рецепторов в хвостатом ядре при те 
ном или системном введении нейролептических препаратов сопро- 
вождается резким падением содержания сСМР в коре мозжечка 
(1, 12]. Эффект нейролептических препаратов подавляется апо- 
морфином, прямым стимулятором дофаминовых рецепторов, как 
при системном введении, так и при инъекции непосредственно в 
хвостатое ядро. И наоборот, введение апоморфина интактным кры- 
сам приводит к повышению содержания сСМР в мозжечке [11, 
2] 

Считается, что эти результаты свидетельствуют о существова- 
нии активируемого дофамином стимулирующего тракта между 
хвостатым ядром и мозжечком. Электрофизиологические исследо- 
вания подтвердили существование каудато-мозжечкового тракта. 
Действительно, стимуляция хвостатого ядра вызывает два типа 
потенциалов в контрлатеральной коре мозжечка: первый тип ре- 
гистрируется в 1оБщиз зпар!ех и подводится через мшистые во- 
локна, а второй тип, регистрирующийся в рагатеап 1орще, под- 
водится через лиановидные волокна [13]. Эти тракты расположе- 
ны в различных участках среднего мозга, а именно в зибзфапИа 
пота, опа, шсега, участке, расположенном кзади от красного яд- 
ра, и, наконец, в ядрах моста и верхнем ядре оливы, где начина- 
ются соответственно мшистые И лиановидные волокна. 

Мы изучили далее роль каудато-церебеллярного полисинапти- 
ческого пути (путей) в контроле содержания сСМР в мозжечке 
(и, по-видимому, в контроле активности клеток Пуркинье). Для 
этого либо проводили повреждение нейронов, начинающихся В 
хвостатом ядре и в бледном шаре, либо инъецировали различные 
препараты, изменяющие содержание сСМР в мозжечке, в разные 
участки мозга, в которых, по имеющимся данным, локализованы 
синапсы каудато-церебеллярного мультисинаптического тракта. 
Полученные к настоящему времени результаты и имеющиеся ли- 
тературные данные соответствуют у рабочей гипотезе, 
которая проиллюстрирована на рис. 

р Ме УМОМ и средним мозгом имеется тракт, кото- 

ый ак ястые и лиановид . 

р 2. Е нейроны стриатума тонически и - 
ГАМК-эргическими нейронами, расположенными в хвостатом ядр 
| р ы ‹овый тракт (тракты) оказывается 
(в результате стриато-мозжечков р ВАЛОВ 
под ГАМК-эргическим тормозным контролем со стороны ° 
го ядра). 

3. Тормозные 
эргическими интернейронами, 

‚ 4. Дофамин подавляет активность эти 
нейронов. Следовательн 
хвостатом ядре (расположенных на хол 


ГАМК-эргические нейроны активируются холин- 
расположенными в хвостатом ядре. 
х холинэргических интер- 


о. стимуляция дофаминовых рецепторов в 
с инэргических нейронах) 
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Рис. 1. Модель гипотетической связи между стриатумом и мозжечком. 


приводит к освобождению ней 
контроля со стороны хвостато 
таты, подтверждающие прави 


ронов бледного шара от тормозного 
го ядра. Ниже мы приводим резуль- 
льность этой гипотезы. 


Влияние интрастриарной инъекции 
каиновой кислоты на содержание 
циклического ЯМР в мозжечке | 


Для выяснения роли 
содержания сСМР (и, по 
в мозжечке мы разрушал 
выходящие из хвостатого ядра и бледного шара. 

Интрастриарная инъекция каиновой кислоты, аналога глута- 
миновой кислоты, вызывает, как известно, дегенерацию стриарного 
перикарнона, но оставляет интактными афферентные терминали 
и проходящие волокна [14, 15]. В соответствии с предшествующи- 
ми результатами [14, 15] мы обнаружили, что билатеральная инъ- 
екция 2 мкг каиновой кислоты в хвостатое ядро самцов крыс 


каудато-мозжечкового тракта в контроле 
видимому, активности клеток Пуркинье) 
и с помощью каиновой кислоты нейроны, 





‚ пращи и 
уз томотенате 
‚Стой 
дуииина в ХВО 
ровного мет 
Зет активацщу 
ни [1]. 

И Данные 
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в ет г) (координаты А=8,1; [,=9,8; ОУ = 
еее и [16]) вызывает заметную потерю 
того ядра и большую часть Е ие -° 
страняется также на 50% ней дного шара. Повреждение расиро- 

о неиронов аккумбентного ядра, но не 
затрагивает таламуса, коры, обонятельного бугорка и хвоста хво- 
статого ядра. 

Как и следовало из предшествующих результатов [14, 15], 
интрастриарная инъекция каиновой кислоты приводила к замет- 
ному снижению базальной и потере стимулируемой дофамином ак- 
тивностей аденилатциклазы. В самом деле, через 24 ч после инъ- 
екции каиновой кислоты дофамин полностью теряет способность 
стимулировать аденилатциклазу, даже будучи добавленным в кон- 
центрации 100 мкМ, максимально стимулирующей аденилатцикла- 
зу в гомогенате стриатума контрольных крыс. 

С другой стороны, каиновая кислота не изменяет содержания 
дофамина в хвостатом ядре, увеличивает содержание его дезами- 
нированного метаболита, 3,4-диоксифенилуксусной кислоты, и вы- 
зывает активацию тирозингидроксилазы (результаты не приведе- 
ны; см. [17]). 

Эти данные показывают, что каиновая кислота разрушает 
перикарион стриатума, включая нейроны, на которых локализова- 
ны дофаминовые рецепторы, но сохраняет дофаминэргические, ни- 
гростриарные нейроны. Последние, однако, становятся гиперактив- 
ными, по-видимому, вследствие разрушения каиновой кислотой ин- 
гибиторной петли обратной связи. 

Данные, приведенные в табл. 1, показывают, что интрастриар- 
ная инъекция каиновой кислоты приводит к значительному сниже- 
нию содержания с@МР в мозжечке. Содержание этого нуклеотида 
уменьшается почти на 80% в течение 24 ч после обработки и ос- 
Тается максимально сниженным через 4 дня после инъекции каи- 
новой кислоты. Содержание циклического АМР в мозжечке не 
изменяется под влиянием каиновой кислоты. а 

Мы исследовали, влияет ли потеря чувствительной к дофами- 
ну аденилатциклазы в стриатуме на способность а и 
галоперидола изменять содержание с@МР в т р: 
ствии с предыдущими результатами [12] апоморфин (1 мг/кг, под 

‹ трибрюшинно) 
кожно) увеличивает, а галоперидол р тных крыс 
снижает содержание сСМР в коре мозжечка интак И р ти 
наоборот, оба соединения не изменяют содержания с ы 
жечке крыс, получавших за 3 дня до этого ЗИ НН 
кислоты ( бл. 2). При этом гармалин, увеличивающий содержа- 

табл. 2). При р я м. 
ние сСМР в мозжечке благодаря специфической активации : 
новидных волокон [5], и изониазид, действие которого ме 
истощением ГАМК в мозжечке [8], увеличивают содер = - 
<СМР в мозжечке крыс, получавших ка кислоту, вт 
же степени, как и у контрольных крыс (табл. 3). 
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Таблица 1 





В г ой инъекции каиновой кислоты 
льной интрастриарн к 
Влияние и к дофамину аденилатциклазу в стриатуме К) 
ра Е циклического СМР в коре моз 








жечка крыс!) в. 
| Активность аденилатциклазы 


в стриатуме, пмоль/мг белка/мин Содержаниь 803 
—=—А—_—-5— Аа 
Воздействие 





циклического | 
базальная Е о пмоль/мг белка _ 38 
кий р 
я 1195,5 244-- 14,2 8,5--0,05 золотичес ы 
Физиологический раствор 1094 '8 20016,12) 6,840'07%) паяд $ |. 
КК т 935,98) | 16412,58) 5,750'098) Гриалин, 3 ‚ 
кк Ач 784,52) 76415,58) бот 
3 8 
КК 72ч 1041,59 | 1042,1 2,2+0,09 | кановую вис 
ПЕ 
нтов-С 
') Каждая точка представляет собой среднее значение 5 экспериментов средняя з ) р< 0.001 при ср 
00 


3) р<0,01 при сравнении с крысами, получавшими физиологический раствор. 


арной аденилат 
И наконец, активност 


Ь гуанилатциклазы, определяемая в го- | 
могенатах коры мозжечк 


а, оказывается одинаковой как у — к. Ш, 

рольных крыс, так‘и у крыс, получавших каиновую кислоту (28= = Этого 
3,1 пмоль/мин на 1 мг белка). ы с ты ‘триат 
Тот факт, что индуцированные каиновой кислотой поврежие: зат, Аетавля 
ния хвостатого Ядра и бледного шара сопровождаются почти ке сотой Повре 
ным исчезновением сСМР из мозжечка, указывает, что пав: олодящий Че 
Хвостатое ядро — бледный шар играет наиболее важную еенеЫ а НЫЙ м 
контроле содержания этого нуклеотида, а по-видимому, и в в дает й 
ности клеток Пуркинье в мозжечке. А тот факт, что потеря стр ча, 03 
х } й асс | 
Таблица 2 `. о И 
Неспособность апоморфина и галоперидола изменять И Чет Та о ХВо 
держание циклического С Р в мозжечке крыс та Иа Ков Ж 
с билатеральным повреждением стриатума каиновой кислотой а, Пение к 

м в 

СМР Ва," _До 
я и 
Воздействие Концентра- УМ ма ми 

мг/кг 





Про 
Ч 
Е реждение у Ом 
контроль ВО кислотой м чара, 
поморфин р р 1 8,6 0,09 
алоперидол 








галопе- 

а, апоморфин — подкожно ы <аж- \ Ъу а 

и 30 мин до забоя Е 3 м т 
риментов- средняя а ы 

и, получавшими Физиологический раствор- 


ССМР в мо 
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Таблица 8 
Влияние изониазида и гармалина на со 


ы Е держание цикл 
в коре мозжечка крыс с билатеральны ик Ш 


е м повреждением стриатума 
каиновой кислотой иж 








Содержание циклического СМР 


в мозжечке, пмоль/мг белка 
Воздействие 





повреждение 
к Л й й 
онтроль каиновой кислотой 





Физиологический раствор 8,7-0,4 
Изониазид, 350 мг/кг, подкожно 22,2--0,62) 
Гармалин, 3 мг/кг, внутривенно 16,5-50,52) 











') Каиновую кислоту, изониазид и гармалин инъецировали соответственно за 24 ч, 45 


и 15 мин до забоя жвотных. Каждая точка представляет собой среднее значение 4 экспери- 
ментов-Есредняя ошибка. 


2) р< 0,001 при сравнении с крысами, получавшими физиологический раствор. 


арной аденилатциклазы в хвостатом ядре подавляет действие апо- 
морфина на содержание сСМР в мозжечке, подтверждает пред- 
ставление [11, 12] о способности дофамина контролировать содер- 
жание этого нуклеотида путем воздействия на дофаминовые ре- 
цепторы стриатума. Е 
Представляется вероятным, что индуцированные каиновой 
кислотой повреждения прерывают мультисинаптическии тракт, 
проходящий через хвостатое ядро и бледный шар, и что наиболее 
дистальный поврежденный нейрон располагается в бледном шаре 
и посылает возбуждающие сигналы на мшистые и лиановидные 
волокна. ее 
Рассмотрим в связи с этим следующие данные: а) поврежде- 
ние участка хвостатое тело — бледный шар каиновой кислотой ока- 
зывает такое же действие на содержание сСОМР в м =: 
и подавление дофаминовых рецепторов в хвостатом а : 
давление дофаминовых рецепторов В ви А ортаще- 
активации холинэргических интернейронов [18]; в) ыы 
ские нейроны исходят из синапсов хвостатого ядра с и Не: 
бледного шара. Принимая все это во внимание, мы и ня 
положить, что: а) возбуждающий (мультисинаптиче еж 
исходит из бледного шара и достигает нижнего ядра й 
т собой соответственно 
Ядер моста, аксоны которых представляю аи 
лнановидные и мшистые волокна; 6) активность > на 
бледного шара тонически тормозится ГАМК-эргическими нейр 
; ледние нейроны акти- 
ми хвостатого ядра и бледного шара, в) пос } т 
вируются холинэргическими интернейронами хвоста мя не ы 
наконец, эти холинэргические нейроны тонически тормоз д 
Фамином. 
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Влияние инъекции в бледный шар мМУсцимола 
на содержание циклического СМР в мозжечке 


В соответствии с высказанной выше гипотезой 
ская связь должна активировать ГАМК-эргические нейроны ь 
хвостатом ядре, которые в свою очередь подавляют выход сигнала 
из бледного шара. В самом деле, в своей предшествующей работе 
Биггио и др. [19] показали, что предварительное воздействие ан. 
тихолинэргическим агентом, тригексилфенидилом уменьшает ИН: 
тибирующее действие галоперидола на содержание сСМР в моз. 
жечке. Следовательно, действие галоперидола на содержание ну- 
клеотида требует опосредования холинэргическим синапсом. 

Мы попытались проверить гипотезу о ГАМК-эргическом по- 
давлении выхода сигнала из бледного шара путем инъекции мус- 
цимола, эффективного ГАМК-миметического агента [20], в блед- 
ный шар через хронически имплантированную канюлю (АР=1|,1; 
Г=3; БУ=7,2) [16]. 

‚ Как показано в табл. 4, билатеральная инъекция мусцимола 


в такой низкой дозе, как 50 нг, снижает содержание с@МР в моз- 
жечке примерно на 80%. 


Холинэргиче. 


Таблица 4 


Влияние билатеральной инъекции мусцимола в бледный шар 
на содержание циклического СМР в коре мозжечка крыс) 


Содержание цикли- 
ческого СМР 
в мозжечке, 
пмоль/мг белка 


Воздействие 


Физиологический раствор, 0,5 мкл 


10,6-0,9 
Мусцимол, 50 нг (45 мин) ь 


40,72) 


99, 


Е ЗИ | Е еННИЕ 


') Каждая точка п 
тов-Есредняя ошибка. 


2) р< 0,001 при сравнении с крысами, получавшими физиологический рас- 
вор. 





редставляет собой среднее значение 5 эксперимен- 


Снижение содержания циклического ОМР в мозжечке сопро- 
вождается заметной каталепсией, продолжающейся, как и снижен- 
ное содержание с@МР, в течение примерно 2 ч. Максимальное 
истощение сСОМР отмечено через | ч после инъекции, т. е. пример- 
НО В ТО же время, когда у животных наблюдается максимум ката- 
лептического ответа. С другой стороны, инъекция мусцимола в 
головку хвостатого ядра даже в такой высокой дозе, как | мкг, 
не вызывает ни каталепсии, ни снижения содержания. а ций 

Эти результаты показывают, что подавление нейронов блед 


одер- 
ного шара агонистами ГАМК вызывает такое же падение содер 
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жания СОМР, как и повреждение этих нейронов каиновой кис- 


лотой. В настоящее время мы пытаемся выяснить точную локали- 
зацию этих нейронов. 


Снижение энкефалинами содержания 
циклического МР в мозжечке 


Если тракт между бледным шаром и мозжечком обладает 
только стимулирующими входами на клетках Пуркинье, то раз- 
личные лекарственные препараты, влияющие на содержание сСМР 
в мозжечке, могут действовать на разные синапсы вдоль этого 
мультисинаптического тракта. Такую возможность можно прове- 
рить, инъецируя микроколичества этих препаратов в различные 
участки мозга, где предположительно локализованы соответству- 
ющие синапсы. И наоборот, этот подход можно использовать для 
выявления таких синапсов в данных участках мозга и для выясне- 
ния природы участвующих нейромедиаторов. 

Опиатные агонисты, такие, как морфин и другие наркотиче- 
ские анальгезирующие средства, вызывают заметное снижение 
содержания с@МР в мозжечке [21]. Их эффект, видимо, обуслов- 
лен непрямым торможением возбуждающих афферентных путей 
коры мозжечка [10, 21]. Для более полного выяснения роли опи- 
атных рецепторов в регуляции содержания сСМР в мозжечке мы 
изучили влияние билатеральной инъекции в стриатум О-А1а?-мет- 
энкефалинамида (Р-АМЭА) на содержание нуклеотида. Р-А1а?- 
мет-энкефалинамид представляет собой химическое производное 
мет-энкефалина, обладающее почти таким же сродством к опиат- 
ным рецепторам, как и эндогенный пептид, но резистентное к, фер- 
ментативной деградации [22]. В соответствии с этим О-А1а?-мет- 
энкефалинамид вызывает заметную и длительную анальгезию и 
другие опиатоподобные поведенческие эффекты при внутримозго- 
вом введении [22] и, следовательно, является удобным инструмен- 
том для изучения механизма действия эндогенных и экзогенных 
опиоидов. 

Как показано в табл. 5, билатеральная интрастриарная инъек- 
ция О-А|а?-мет-энкефалинамида (АР=+8,1; =2,8; ру=-+1.5) 
снижает содержание сСМР в мозжечке. Снижение не 
дозозависимым, и при дозе р-А1а?-мет-энкефалинамила мкг 
содержание сСМР в мозжечке снижается до 30% контрольного 
Уровня. Снижение содержания сСМР в мозжечке сопровождается 
заметной каталепсией, причем этот ответ тоже оказывается дозо- 
зависимым. На рис. 2 приведены временные параметры снижения 
содержания с@МР в мозжечке и разития каталепсии, вызванные 

-А|а?-мет-энкефалинамидом в дозе 25 мкг. 

Максимальное снижение содержания СМР отмечено через 

Ч после инъекции, и к этому времени у животных наблюдался 

максимум каталентического ответа. 
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Таблица 5 


Снижение содержания циклического СМР в мозжечке 








| 

при билатеральной инъекции О-А!а?-мет-энкефалинамида + у 

(0-АМЭА) в хвостатое ядро) } 

Г 

Содержание цикли- |. 

Воздействие ческого СМР р. 

(за 60 мин до забоя) в мозжечке, Е 

пмоль/мг белка } | 

с 

Физиологический раствор, 0,5 мкл 8,9--0,05 11 № 

0-АМЭА 12 мкг 6,8-0,082) у 

О-АМЭА 25 мкг 4,2+0,062) .. 
О-АМЭА 50 мкг 3,6-0,09°) 





') Каждая точка представляет собой среднее значение 
5 экспериментов-Есредняя ошибка. 

2?) р<0,001 при сравнении с крысами, получавшими физио- 
логический раствор. 






о ерогаесе таг = 
=> 


Для выяснения специфичности действия О-А[а?-мет-энкефали- 
намида животным за 20 мин до его инъекции вводили внутри- 
брюшинно налтрексон, длительно действующий блокатор опиат- 
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Рис. 2. озжечка 
Ё 2. Изменения во времени содержания циклического СМР в коре Ма?-мет- 
каталептического состояния у крыс после билатеральной инъекции Р- 
ое (25 мкгв 1 мкл) в стриатум 
аждая точка представляет собой р < именто 
й 4 экспери* 
а оибка. среднее значение Р 


* ким 
РЯ р<0,01 при сравнении с крысами, инъецированными физиологически 
ом. 


в = сред- 


рас- 
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Рис. 3. Влияние налтрексона на снижение содержания циклического СМР в ко- 
ре мозжечка, вызванное билатеральным введением О-Аа?-мет-энкефалинамида 
3 (2-АМЭА; 25 мкг) в стриатум. 
Каждая точка представляет собой среднее значение 4 экспериментов == сред- 
няя ошибка. 


— * р<0,01 при сравнении с крысами, получавшими физиологический рас- 
] твор. 


ных рецепторов. Как показано на рис. 3, это соединение полностью 
предотвращало как снижение содержани сСМР в мозжечке, так 
и развитие каталептического состояния, вызванные интрастриар- 
ным введением Р-А1а?-мет-энкефалинамида. Однако, как было по- 
казано ранее [21], налтрексон сам по себе не изменял содержа- 
ния сСМР. С другой стороны инъекция О-А!а?-мет-энкефалинами- 
да в мозжечок (АР=3,4; [=3; ру =— 1) не снижала содержания 
сСМР и не вызывала каталепсии. 

Полученные результаты показывают, что опиатные рецепто- 
ры стриатума участвуют в регуляции содержания сСМР в моЗз- 
жечке. Действительно, их активация Р-А1а?-мет-энкефалинамидом 
вызывает заметное снижение содержания сСМР в коре мозжечка, 
причем этот эффект не проявляется в случае предварительнои об- 
работки антагонистом опиатных рецепторов — налтрексоном. 














Влияние О-АПа”-мет-энкефалинамида 
на дофаминэргическую передачу 


Главной проблемой остается выяснение точной локализации 
опиатных рецепторов, ответственных за эффект Л-А1а?-мет-энке- 
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фалинамида и механизма, благодаря которому активация этих Е 
цепторов приводит к снижению содержания сСМР в мозжечке. 

Механизм, с помощью которого энкефалины стимулируют син. 
тез дофамина, неизвестен. Можно предположить, что активация 
опиатных рецепторов на дофаминэргических нервных терминалях 
приводит к снижению высвобождения дофамина, что в свою оче- 
редь ведет к увеличению синтеза дофамина вследствие прекраще- 
ния нормального тормозного контроля дофамином, действующим 
на пресинаптические дофаминовые рецепторы [26]. Участвует ли 
подавление высвобождения дофамина в каталептогенном ответе на 
энкефалины ив их действии на содержание с@МР в мозжечке, по- 
ка еще неизвестно. 

Налтрексон в дозе 2 мг/кг, внутрибрюшинно, предотвращает 
не только поведенческие эффекты пептидов, что находится в со- 
ответствии с предшествующими результатами [22], но и их дей- 
ствие на метаболизм дофамина (табл. 6); следовательно, и этот 
эффект опосредуется опиатными рецепторами. 

Таблица 6 


Влияние инъекции О-А1а?-мет-энкефалинамида в желудочек мозга 
на содержание диоксифенилуксусной кислоты (ДФУК) 
и гомованилиновой кислоты (ГВК) в стриатуме’ 





Содержание, мкг/г 





Воздействие 








ДФУК | ГВК 
Физиологический раствор 2,41--0,01 1,81-- 0,06 
О-АМЭА 1,5 мкг 2,82+0,032) | 2,5440,022) 
О-АМЭА 3 мкг 3,09+0,022) | 2'9140,03°) 
Р-АМЭА 6 мкг 4,050,032) | 3,2140,052) 
Налтрексон 2,380, 02 1,85=0,08 
Налтрексон-+-О-АМЭА 3 мкг 2,36-0,03 1,86-0,04 








') Налтрексон „давали в дозе 2 мг/кг, в/бр, за 15 мин до инъекции 
Р-АМЭА. Последний вводили за 45 мин до забоя животных. Каждая точка 


С собой среднее значение 4 экспериментов средняя ошибка. 
р=< 0,01. 


Пытаясь выявить участок действия энкефалина в стимуляции 
обмена дофамина, мы инъецировали в хвостатое ядро Р-А1а?-мет- 
энкефалинамид на одной стороне и только растворитель — на про- 
тивоположной стороне. Как показано в табл. 7, О-А1а?-мет-энке- 
фалинамид вызывает дозозависимое увеличение концентрации 
диоксифенилуксусной кислоты в хвостатом ядре со стороны, где про- 
водилась инъекция. Билатеральная микроинъекция Ш-А1а?-мет- 
энкефалинамида в дозе 3 мкг в каждое хвостатое ядро увеличива- 
ет содержание диоксифенилуксусной кислоты на 70% на обеих 
сторонах и вызывает каталепсию (данные не приведены). 

Чтобы выяснить, участвуют ли постсинаптические дофамино- 
вые рецепторы в хвостатом ядре в действии энкефалинов на син- 
тез дофамина, мы изучали влияние О-А1а?-мет-энкефалинамида на 
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Таблица 7 
Влияние инъекции О-А!а?-мет-энкефалинамида (2-АМЭА) в стриатум 


на содержание диоксифенилуксусной кислоты в интактном 
и поврежденном каиновой кислотой хвостатом ядре!) 





Относительное 
содержание 
диоксифенилук- 
сусной кислоты?) | 


Количество Р-АМЭА, мкг 





Хвостатое ядро интактное Физиологический раствор 1085 
3,0 175- 83) 
6,0 210-153) 
Хвостатое ядро, поврежденное Физиологический раствор 160-138) 
каиновой кислотой 3,0 232-214) 
6,0 320-5184) 














1) О-АМЭА или физиологический раствор инъецировали унилатерально в интактное или 
поврежденное каиновой кислотой хвостатое ядро. Физиологический раствор инъецировали 
в контралатеральное хвостатое ядро. Каиновую кислоту инъецировали за 10 дней в правое 
хвостатое ядро крыс, получавших эквитезиновый наркоз в дозе 2 мкг в 1 мкл в течение 
5 мин. Каждая точка представляет собой среднее значение по крайней мере 4 эксперимен- 


товсредняя ошибка. 
2) Содержание ‘диоксифенилуксусной кислоты приведено относительно содержания в 


контрлатеральной стороне. 
3) р<0,01 при сравнении с контрлатеральным хвостатым ядром. 
4) р< 0,01 при сравнении с гомолатеральным хвостатым ядром крыс, получивших инъек- 


ции физиологического раствора. 


синтез дофамина в хвостатом ядре, в которое предварительно инЪ- 
ецировали каиновую кислоту. Как показано в табл. 7, инъекция 
Р-А!а?-мет-энкефалинамида (3—6 мкг) в хвостатое ядро, предва- 
рительно поврежденное каиновой кислотой, все же увеличивает 
содержание диоксифенилуксусной кислоты. 
Полученные результаты свидетельствуют о том, что участок 
действия энкефалинов при стимуляции синтеза дофамина в отн 
туме расположен, по-видимому, в хвостатом ядре, поскольку этот 
эффект может быть вызван локальной инъекциеи и оеревнны 
ся только инъецированной стороной. (© другой стороны, о 
ность интрастриарно инъецированного Р-А!а и еее 
увеличивать синтез дофамина на фоне повреждения нейрон и 
новой кислотой говорит о том, что для этого эффекта энкефа 


те рецепторы, ни 
не существенны ни постсинапит ы ры, 
целостн -нигрально . 
ость стриато-нигр Е является участ- 


Принимая во внимание, что стр! 
ком ва, наиболее богатым опиатными рецепторами [24], что 
эти рецепторы связаны © синаптосомами [25] и т ны =. 
нигро-стриарного дофаминэргического пути ое еее — 
давляет высокоаффинное связывание дигидроморфина в хвосте, 
Ядре (Каренци и др., Шварц и ДР. данное издание), ея м 
представить, что наркотические рецепторы, ответствени ее 
шеупомянутые эффекты, расположены пресинаптически на д 


минэргических нервных терминалях. 
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Было высказано предположение, что морфин и другие нарко- 
тические анальгезирующие средства вызывают каталепсию и уве. 
личивают обновление дофамина благодаря нейролептикоподобным 
механизмам [23]. 

С тем чтобы проверить это предположение, мы решили уста. 
новить, влияют ли опиоидные пептиды на дофаминэргическую пере. 
дачу в базальном ганглии. Мы знаем теперь, что мет-энкефалин 
и в значительно большей степени Р-А1а?-мет-энкефалинамид при 
внутримозговом введении стимулируют синтез дофамина в стриа- 
туме. Данный эффект обращается налоксоном, специфическим 
опиатным антагонистом, но сохраняется после разрушения доф- 
аминовых рецепторов в стриатуме каиновой кислотой. Следова- 
тельно, можно предположить, что энкефалины стимулируют син- 
тез дофамина, действуя на опиатные рецепторы, локализованные 
на дофаминэргических нервных терминалях. Как показано в 
табл. 6, внутрижелудочковая инъекция О-А1а?-мет-энкефалинамида 
(1,5—6 мкг) индуцирует дозозависимое увеличение концентраци- 
ей метаболитов дофамина, гомованилиновой кислоты и диоксифе- 
нилуксусной кислоты в хвостатом ядре. Значительно более высо- 
кие дозы мет-энкефалина (50, 100 мкг) необходимы для увеличе- 
ния содержания метаболитов дофамина (данные не приведены). 


Заключение 


Приведенные данные свидетельствуют, по-видимому, о том, 
что стриато-мозжечковый тракт представляет собой главный сти- 
мулирующий вход на клетках Пуркинье и что лекарственные пре- 
параты, изменяющие содержание с@МР, действуют, возможно, мо- 
дифицируя нервное проведение вдоль этого тракта. 

меются данные о том, что дофамин, ацетилхолин, ГАМК и 
энкефалины являются возможными медиаторами в синапсах внуТ- 
ри стриарного комплекса. Однако остается еще идентифицировать 
неиромедиаторы в других синапсах, расположенных более дисталь- 
но в различных участках среднего мозга. 

Возможно, что одни и те же нейромедиаторы действуют В 
различных синапсах. В самом деле, ГАМК-эргическое проведение 
имеется по крайней мере и в мозжечке, и в стриарном комп- 
лексе. По этой причине введение мусцимола либо в мозжечок 
[10], либо в бледный шар оказывает одинаковое действие на с0- 
держание сСМР. Однако последний участок значительно более 
чувствителен к мусцимолу по сравнению с мозжечком. Возможно, 
что в стриарном комплексе ГАМК-эргическая система сосредото- 
чена в более узкой области и в соответствии с этим более доступ- 
на для локально инъецированного препарата. Хотя имеются дан- 
ные о том, что фактором, ответственным за торможение нейронов 
бледного шара, посылающих возбуждающие сигналы на лиановид- 
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ные и мшистые Г является, по-видимому, ГАМК, природа 
возбуждающего медиатора для этих нейронов бледного шара не- 
известна. 

положение, что в механизмах, регулирующих 
содержание саг, роль дофамина состоит в том, что он вклю- 
чает холинэргическое возбуждающее действие на тормозные 
ГАМК-эргические неироны, которые в свою очередь могут подав- 
лять выход возбуждающего сигнала из бледного шара. И в этом 
случае природа возбуждающего медиатора для холинэргических 
интернейронов хвостатого ядра неизвестна. 

Механизм действия энкефалинов на дофаминэргическую пере- 
дачу и содержание сСМР требует дальнейших исследований. Не- 
опубликованные результаты, полученные в нашей лаборатории, 
по-видимому, отвергают возможность того, что О-А1а?-мет-энке- 
фалинамид может подавлять дофаминэргическое проведение, либо 
воздействуя на дофаминовые рецепторы, либо подавляя высвобож- 
дение дофамина из дофаминэргических терминалей. Действитель- 
но мы, показали, что Р-А1а?-мет-энкефалинамид не подавляет чув- 
ствительную к дофамину аденилатциклазу в концентрациях вплоть 
до 5.10-4 М. С другой стороны, апоморфин, введенный подкожно 
в дозах до 9 мг/кг, не способен предотвратить ни каталепсию, ни 
истощение с@МР в мозжечке, вызванные интрастриарной инъек- 
цией Р-А!а2-мет-энкефалинамида. Приведенные результаты под- 
тверждают предварительные данные, полученные одним из нас 
[21], о том, что при интрастиарном введении апоморфина сниже- 
ние содержания сСМР в мозжечке, индуцированное системным 
введением морфина, не предотвращается, но апоморфин эффектив- 
но предотвращает истощение этого нуклеотида, индуцированное 
нейролептиками. Безусловно, необходима и ИЕ инфор- 
мация для локализации участка действия Р-А1а?-мет-энкефалин- 
амида в стриатуме, ответственного за каталепсию и снижение со- 
держания сСМР. Имеющиеся в настоящее время данные дают ос- 
нование думать, что такие опиатные рецепторы локализованы ди- 
стально относительно постсинаптических дофаминовых рецепторов 
В хвостатом ядре. 
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ЭНДОРФИНЫ И РЕЦЕПТОРЫ ЭНДОРФИН 


ОВ В СТРИАТУМЕ, 
СВЯЗЬ С ДОФАМИНЭРГИЧЕСКИМИ 


НЕЙРОНАМИ 


Ж. ШВАРЦ, А. ПОЛЛАРД, С. ЛЛОРАН, Б. МАЛЬФРОЙ, 
С. ГРОС, Ф. ПРАДЕЛЬС, Ф. ДРАИ 


(1. С. Зейуаце, Н. РоНага, С. 1. огепь, В. Ман 
РВ. Ргаде|ез, Е. Огау) аЙтоу, С. Сгоз, 


Имеется много оснований полагать, что анализ эндорфинов, 
их рецепторов и их действия в стриатуме, особенно в связи с доф- 
аминэргической системой, может привести к выяснению сложных 
эффектов наркотических анальгезирующих средств. 

Многие наблюдения, хотя в ряде случаев и не до конца понят- 
ные, все же позволяют предположить, что эти агенты влияют на 
активность нигро-стриарной дофаминэргической системы (этому 
вопросу посвящен ряд обзоров [20, 39, 40]). У крыс, например, эти 
вещества вызывают гипокинезию, кататонию и ригидность мыши, 
причем эти эффекты легко подавляются дофаминовыми агониста- 
ми. Другие эффекты, напоминающие эффекты, вызванные введени- 
ем нейролептических средств, указывают на снижение дофамин- 
эргической передачи и могут быть воспроизведены, по крайней ме- 
ре в некоторой степени, внутримозговым введением эндорфинов 
|7, 34] (Биггио и др., данное издание). Введение наркотических 
анальгезирующих препаратов в остром опыте стимулирует обмен 
дофамина в стриатуме [24, 12], и этот эффект воспроизводится, 
по-видимому, при внутримозговом введении эндорфинов (Биггио 
и др., данное издание). С другой стороны, некоторые типичные 
симптомы синдрома опиоидной абстиненции протекают с участием 
дофаминэргической системы: они воспроизводятся при введении 
дофаминовых агонистов и блокируются нейролептическими препа- 
ратами; помимо этого, наркотические анальгезирующие средства 
при хроническом или субхроническом применении индуцируют раз- 
Витие состояния повышенной чувствительности к дофаминовым 
агонистам или пониженной чувствительности к дофаминовым анта- 
гонистам [40]. ь а 

'редставление об участии дофаминэргической системы с ра 

Тума в остром и хроническом действии опиатов подтвердилось 
Лученными недавно данными о том, что эта структура в наи- 
Олее обогащена как опиатными рецепторами [38, 28, 57], так и 
Нкефалинами [33, 58, 56]. Более того, визуализация с помощью 
Ммуногистохимических методов энкефалинсодержащих нервных 


т 243 


э 





244 Ж. Швзариц, А. Поллард, С. Ллоран и др. 


терминалей и тел нейронов в стриатуме крыс [21, 30] подтвердила 
точку зрения о взаимодействии предполагаемых энкефалинэргиче. 
ских нейронов с нигро-стриарной дофаминэргической системой. 

Следовательно, изучение этого взаимодействия приобретает 
эвристическую ценность для понимания как острого, так и дли- 
тельного действия опиатов и функциональной роли опиоидных пеп- 
тидов. С этой целью мы разработали методологию анализа эндор- 
финовых рецепторов и оценки равновесного содержания различ- 
ных эндорфинов в мозгу. В настоящей статье мы приводим дан- 
ные о влиянии различных химических и механических поврежде- 
ний на эти параметры. На основе интерпретации этих данных 
предлагается модель взаимодеиствия, описывающая острое и хро- 
ническое воздействие опиатов на дофаминэргическую систему в 
стриатуме. 


Характер и распределение участков 
связывания °Н-лей-энкефалина в стриатуме 


Еще до открытия эндогенных опиоидных пептидов. характер 
и распределение мест связывания этих веществ в тканях мозга 
изучали, используя в качестве лигандов высокомеченые опиатные 
агонисты и антагонисты. Поскольку эти места связывания, .веро- 
ятно, более адаптированы к узнаванию эндорфинов, чем экзоген- 
ных опиоидных соединений, мы выбрали в качестве лиганда для 
наших исследований ЗН-лей-энкефалин. Мы соблюдали две пре 
досторожности, позволившие избежать быстрой деградации этого 
пептида в экстрактах мозга [46]. Во-первых, почти полностью 
предотвращали гидролиз лей-энкефалина. Для этого тщательно 
промывали фракцию субклеточных частиц (в целом соответствую 
щую лизированной субклеточной фракции Р>), используемую для 
экспериментов по связыванию, поскольку подавляющая часть пей” 
тидазной активности локализовалась в надосадочной фракций. 
И во-вторых, предотвращали малую. остаточную деградацию, до 
бавляя 25 мкМ бацитрацина, ингибитора пептидазной активности 
[19]. О том, что деградации ЗН-лей-энкефалина в ходе инкубации 
. не происходит, судили по одинаковым значениям связывания, ы 
лученным при различной продолжительности инкубации; в прису ы 
ствии небольших количеств надосадочной фракции связывание 
снижалось. Это подтверждалось также радиохроматографией у 
кубируемого материала, выявляющей присутствие гомогенного м 
териала, соответствующего аутентичному °Н-лей-энкефалину. а: 
Связывание ЗН-лей-энкефалина с мембранами стриатума, а 
слеживаемое в этих условиях, в типичном случае А о 
лось наличием двух компонентов, одного насыщаемого ое. 
ненасыщаемого (рис. 1). Ненасыщаемый компонент Е едь. 
нить, либо проведя из точки начала координат линию, пар 
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Рис. 1. Связывание ЗН-лей-энкефалина с мембранами стриатума. Самцов крыс 
обезглавливали и их стриатум быстро гомогенизировали в 20 объемах трис-буфе- . 
ра (0,05 М, РН 7,4). Осадок, образующийся после двух этапов центрифугирования 
(180 ©, 5 мин; 1000 ©, 20 мин), предварительно инкубировали 15 мин при 30 °С 
фракциями по 100 мкл, каждая из которых содержала около 150 мкг белка. 
Инкубацию (15 мин в присутствии 20 мкМ бацитрацина) останавливали добав- 
лением 3 мл холодного буфера. После фильтрации под вакуумом определяли 
радиоактивность с помощью жидкостного сцинтилляционного спектрометра. 
ры точка представляет собой среднее значение трех определений = средняя 
ошибка. 


ную спрямленной части кривой общего связывания, либо изме- 
рив связывание в присутствии 5 мкМ нерадиоактивного леи-энке- 
фалина. Что касается насыщаемого компонента, то кинетика насы- 
щения в состоянии равновесия не может быть описана простым 
взаимодействием с одним классом мест связывания, как это сле- 
дует из наличия небольшого плато, соответствующего примерно 
5 нм лей-энкефалина на рис. 1, и подтверждается графиками 
Скэтчарда или Лайнуивера — Берка. Эти представления, однако, 
оказались непригодными для описания кинетики с помощью м 
кривой. И лишь применение метода итераций позволило а пло 
Вильно охарактеризовать два класса мест связывания а =. 
еста связывания, относящиеся к первому классу, характ мы. 
ся высоким сродством (Кр=2,7 нМ), подчиняются кинетик т 
хаэлиса (коэффициент Хилла не отличается существенно ыы 
И Узнаются помимо эндорфинов также морфином и налокс = 
[5, 6]. Можно заключить, следовательно, что они представл ти 
собой «опиатные» рецепторы, определенные ранее в исследова 
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Таблица | а 


Кинетические параметры насыщаемого связывания лей-энкефалина 
в стриатуме крыс’ 


о. 


Участки связывания 
| 


первого класса второго класса 





Е ь(фмоль/мг белка 179=17 46548 | 
р зы 2,7-0,5 24=3 Г | 
Коэффициент Хилла 1,1=0,1 2,4-0,2 { . 
Узнаются Морфином Эндорфинами 


Налоксоном 














Содберзжисекнаее бодреемигний, мие[а белка. 
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р 
Эндорфинами ты 
не 
) Эти данные представлены как средние значения 8 независимых экспериментов сред- их 
няя ошибка, аналогично тому как показано на рис. 1. Предположено, что кривая насыще- \ , 
ния в равновесии описывается следующим общим уравнением: Е 
ее уши узи | 
р й 
КИТ ра Ка"? ре › | 
где 6 — связанный лей-энкефалин и т— общий лей-энкефалин (исходная концентрация). 
УТ и \2 представляют собой емкости двух участков связывания (фмоль/мг белка), а Ги 


К? — их константы диссоциации (нМ). 
для двух мест связывания. Эти параме 
женным Паркером и Вудом [48] , 
лора и итеративные вычисления. 


п1 и п2 представляют собой коэффициенты Хилла { 
тры определяли в соответствии с методом, предл 
используя метод наименьших квадратов, разложение Тэ 








ях связывания, проводимых с меченными ЗН опиатными агониста- 
ми или антагонистами. 


С другой стороны, места связывания, относящиеся ко второму 
общего числа мест связывания 


тся несколько пониженным срод- 
23,6 нМ) и при связывании пепти- 


м7 


(на что указывает значение коэффициента Хилла, равного приб- 
лизительно 2), которая и вызывает появление плато на рис. 1. Ин- 
тересно, что места связывания второго класса не узнаются в отли- 
чие от опиатных рецепторов ни морфином, ни налоксоном. 
Функциональная роль мест связывания, относящихся к перво- 
му классу, полностью доказана многочисленными исследованиями, 
в которых была обнаружена хорошая корреляция между опинато- 
подобной активностью в различных биологических системах и 
сродством к большому классу синтетических и эндогенных соеди- 
нений. Возможную роль мест связывания второго класса остается 
еще выяснить. Следует, однако, отметить, что, согласно нашим 
данным, оба класса мест связывания проявляют четко выражен- 
ный параллелизм в региональном и субклеточном распределении 
В мозгу крыс и мышей (в печати). 
ля исследования возможной топографической связи опиат- 
ных рецепторов с дофаминэргическими синапсами мы определяли 
количество мест связывания ЗН-лей-энкефалина, относящихся К 


первому классу, в последовательных фронтальных срезах стриату- 
ма крыс (рис. 2). О 


казалось, что плотность этих участков регуляр- 


Эндорфины и рецепторы эндорфинов в стриатуме 
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Рис. 2. Распределение участков связывания зЗН-лей-энкефалина (а) (замещаемого 
морфином) и участков, содержащих дофамин (6) в фронтальных срезах стриату- 


ма крысы. Сечения стриатума проводили по Гловински и Иверсену [25] на ох- 
лажденной пластинке и получали шесть серийных срезов. Первый разрез про- 


в результате чего срез 1 содержал участок 


водился на уровне передней спайки, 
риатума). Остальную часть стриатума 


аккумбентного ядра (помимо ткани ст 
разделяли затем на пять параллельных срезов равной толщины. 

Гомологичные срезы от 4 животных объединяли и гомогенизировали в 
20 объемах холодного трис-буфера (50 мМ, РН 7,4). Аликвоты гомогенатов 
быстро отбирали и депротеинизировали НСО. для определения содержания до- 
фамина [42]. 

Связывание ЗН-лей-энкефалина определяли во фракции частиц гомогената, 
полученной путем двух последовательных этапов центрифугирования (180 =, 
5 мин и затем 10 000 2, 20 мин). Инкубацию в течение 15 мин при 30 °С с 20 мкМ. 
бацитрацином проводили в присутствии только 12 нм ЗН-лей-энкефалина 
(45,6 Ки/ммоль, Ка@юосВеписа! Сещег, 'Атегзрат) либо пептида в сочетании с 
5 мкм морфином. Связывание зН-лей-энкефалина выражали как фмоль/мг белка 
и оценивали только связывание, подавляемое морфином, т. е. связывание с ре- 
Цепторами первого типа. Каждая точка представляет собой среднее значение пяти 
отдельных экспериментов == средняя ошибка. Для определения Н-лей-энкефали- 
на использовали три пробы, а для определения дофамина — две пробы. (Перепе- 
чатано с разрешения Мафиге. 1977, 268, 745.) 
НО снижается от ростральной к каудальной части стриатума, при- 
Чем плотности мест связывания в первом и последнем срезах раз- 
личаются в два раза. Параллельные в основном изменения обна- 
руживаются и в содержании дофамина. Как показали Тассен и 
Др. [59], такие же топографические изменения обнаруживаются 
ДЛЯ захвата 3ЗН-дофамина и для стимулируемои дофамином аде- 
нилатциклазы; по-видимому, эти изменения отражают гетероген- 


Ное распределение дофаминэргических нервных терминалей внут: 
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ри стриатума. Наши наблюдения, таким образом, согласуются г 
представлением, подтверждаемым большим количеством эксперн. 
‘ментальных данных, о том, что опиатные рецепторы могут быть 
каким-то путем топографически связаны с дофаминэргическими 


синапсами внутри стриатума. 


Содержание эндорфинов в стриатуме, 
определяемое радиорецепторным 
и радиоиммунологичским методами 


Опиоидные пептиды энкефалины были впервые обнаружены в 
мозгу млекопитающих с помощью биологических тестов [32] и 
радиорецепторным методом, основанным на конкуренции этих ве- 
ществ с ЗН-опиатами за связывание с мембранами мозга [49, 61]. 
Определение структуры энкефалинов [33], а также других эндор- 
финов большего размера [62, 15, 27] позволило разработать но- 
вые методологические подходы в нейрохимических исследованиях. 
Мы разработали недавно методы радиоиммунологического опреде- 
ления мет- и лей-энкефалина, а также радиорецепторный метод, 
основанный на конкуренции с ЗН-лей-энкефалином за связывание 
с мембранами стриатума крысы: нам представляется интересным 
сравнить значения, полученные в одних и тех же экстрактах мо3- 
та Двумя методами, характеризующимися различной специфич- 
ностью по отношению к разным опиоидным пептидам. 


РАДИОИММУНОЛОГИЧЕСКИЙ МЕТОД 


Вследствие малого размера энкефалинов их конъюгировали 
с овальбумином для индукции выработки антител у кроликов. 


отсутствию перекрестной реактивно- 
(рис. 3) или лей-энкефалину [26] 
тов «родительских» молекул; очень 
то продукты деградации энкефали- 
ию. Отсутствие перекрестной реак- 
РНе-Меф, третичная структура которого 
ковой мет-энкефалина (Роквес и др. 
› показывает, что часть молекулы, включаю- 

лаланина, участвует в узнавании антисы- 
тными рецепторами [16]. Специфичность 
линам обусловлена, по-видимому, тем, что 
ю конформацию, даже будучи конъюгиро- 
антигенов, поскольку конъюгация обеспе- 
лекулы, не участвующими в образовании 


личное сообщение) 


щая в себя остаток фени 
вороткой, а также опиа 
антисыворотки к энкефа 
пептиды сохраняют сво 
ванными с носителями 
чивается участками мо 
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! 
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стабильной третичной конформац 
чительная перекрестная реактив 


мет- и лей-энкефалинам (7 и 5% соответственно), которая должна 
быть скорректирована при определении и которая, по-видимому, 
может быть обусловлена сходством стабильных конформаций двух 
энкефалинов, обнаруженным методом ядерного магнитного резо- 
нанса профессором Роквесом и его сотрудниками. 

Использование '2]-индикаторов (были выбраны мононодиро- 
ванные производные, более стабильные по сравнению с дииодиро- 
ванными производными) позволило достигнуть удовлетворитель- 
ной чувствительности радиоиммунологического метода, которая 
на один-два порядка превышает чувствительность радиоиммуноло- 


100 - 


ии [52, 53]. Обнаруживается зна- 
ность между антисыворотками к 
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Рис. 9 


получали от кроликов, иммунизированны 

© овальбумином с помощью карбодиимида. Радиоимму 

куренции с 10 пМ 1751-мет-энкефалином. Инкубацию пр ры А: 
ч, после чего связанную фракцию осаждали в присутс ен 

(конечная концентрация 20%) и гамма-глобулина еж р о 5%). 

ОЛУчили следующие значения 1С5о ДЛЯ различных ея 

и пефалина, 71 нМ для т а нуои и те, 
Ем Е на, а-эндорфина, -Меь, эх 

Оу- Лу Ре Ор у. рве-Меь Туг-@1у-1у-(Р)Рве Ме. 
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гических методов, разработанных в других лабораториях [56, 63 


Значения [Сьо для немеченых пептидов составляют 0,57 М ы 


0,55 нМ для мет- и лей-энкефалина в соответствующих радиоимуу. 
нологических методах их определения, что позволяет использовать 
высокие разведения экстрактов тканей. Так, например, экстракт 
стриатума (50 мг ткани в 1 мл) в обоих радиоиммунологических 
тестах может быть разведен в соотношении 1/32. 

И в заключение: хорошая параллельность спрямленного уча- 
стка стандартной кривой и прямой линии, получаемой при не- 
скольких разведениях экстрактов мозга (для примера см. рис. 3) 


показывает, что в этих тканях антисыворотка специфически узнает 
эндогенные энкефалины. 


РАДИОРЕЦЕПТОРНЫЙ МЕТОД 


Поскольку оказалось, что помимо энкефалинов ткани млеко- 
питающих содержат и другие эндорфины, представляется очень 
важным разработать методы определения для других соединений. 
А до тех пор пока не будет разработано специфических радиоим- 
мунологических методов для определения всех эндорфинов, мож- 
но с успехом использовать радиорецепторный метод. В нескольких 
лабораториях [61, 49, 2, 11] были разработаны радиорецепторные 
методы, основанные на конкуренции с ЗН-опиатами за места узна- 
вания в мозгу. Мы предпочли несколько другую стратегию и вы" 
брали в качестве лиганда $Н-лей-энкефалин для более тесного 
сравнения исследуемого материала, особенно в связи с возмож- 
ностью наличия множества мест связывания эндорфинов [5, 6, 
45]. Препараты мембранных фракций стриатума крыс, с которы 
ми мы работали, достаточно удобны для рутинных анализов. Хо- 
тя наклон стандартной кривой свидетельствует о том, что исполь- 


зованный нами метод не имеет преимуществ перед радиоиммуно- 
логическим тестом, мы 


не получили лучших результатов при 
использовании ЗН-налоксона в качестве лиганда в радиорецептор- 
ном тесте [56]. Тем не менее предложенный нами радиорецептор- 
ный тест позволяет выявить 2 пмоль лей-энкефалина в 0,2 мл эк- 
стракта, что дает возможность надежно определять содержание 
эндорфинов в различных участках мозга. При определении способ- 
ности различных опиоидных пептидов к замещению меченого ли- 
ганда в радиорецепторном тесте обнаруживаются большие разли- 
чия (см. подпись к рис. 4). В связи с этим следует подчеркнуть, 
что, хотя мы выражаем полученные результаты в нмолях р 
валентов лей-энкефалина», эти результаты представляют ЛИШЬ 
приближенную оценку: для уточнения требуется знать относитель” 
ное содержание всех пептидов, создающих «замещающую актИВ” 


ность» тканевых экстрактов, подвергнутых радиорецепторному 
анализу. 
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Рис. 4. Радиорецепторный тест: подавление связывания ЗН-лей-энкефалина с 
мембранами стриатума крысы возрастающими концентрациями лей-энкефали- 
на (Г) или экстракта стриатума (11). Мембраны стриатума получены, как описа- 
но в подписи к рис. 1. 0,1 мг белка этого препарата инкубировали при 30°С 
в течение 15 мин в присутствии 20 мкМ бацитрацина, 5 нм Н-лей-энкефалина 
и различных концентраций лей-энкефалина или экстракта ткани. Реакцию оста- 
навливали добавлением 3 мл ледяного 0,05 М трис-буфера, немедленно фильтро- 
вали через фильтр Ватман из стекловолокна и определяли задерживающуюся на 
фильтре радиоактивность. Исходя из стандартных кривых, полученных с различ- 
ными опиоидными пептидами, можно получить следующие значения относитель- 
ной активности, т. е. отношения молярных концентраций, вызывающих равное 
вытеснение меченого лиганда: лей-энкефалин — 1,00; мет-энкефалин — 1,50; 
-эндорфин — 0,23; В-эндорфин — 0,80. Не обнаружено достоверного вытеснения 
в присутствии 10 мкМ Туг-С1у или Туг-@1у-@у. 


ОЦЕНКА СПОСОБОВ ЗАБОЯ ЖИВОТНЫХ 
И МЕТОДОВ ЭКСТРАКЦИИ ТКАНЕЙ 


т Как уже было показано, энкефалины Но чувстви- 
ельны к деградации протеазами [33, 63, 28], что требует тщатель- 
ного выбора подходящих условий при изготовлении тканевых эк- 
трактов для радиоиммунологического или радиорецепторного 


анализа. 
к. в Табл. 2 приведены результаты экспериментов, иллюстриру- 
Ры эту точку зрения. Интерпретируя эти результаты, можно 

















Ж. Шварц, А. Поллард, С. Ллоран и др. 


Таблица 2 
Влияние способа забоя животных и экстрагирования ткани 
на содержание эндорфинов в стриатуме крыс? 


Содержание эндорфинов, нмоль/г ткани 





и адиорецепторный 
кий тест Р: 
радиоиммунологичес ЕЕ 


д 


Способ забоя и экстракции 














лей-энке- эндорфины, нмоль 
г лей-энкефалина 
мет-энкефалин фалин г : Е 
Декапитация и экстракция бу- 
фером 0,14--0,04 2,380, 68 
Декапитация и экстракция НС! 1,20-0,15 0,270, 03 9,76-0,81 
Микроволновое облучение и Е. 
экстракция НС! 1,515 0,33 9,42 0,73 








пы ЕЕ НЕИЕБЫВЕНИЕНЕ ВАН 


') Крыс забивали либо декапитацией, либо с 
нием (Меса! Епет. Сопзш, ГММ то4е!, 9$А). 
жали в лед и гомогенизировали в охлажденном 
буфере, рН 7,4, либо в охлажденной 0,1 н. НС1. 
низировали тепловой денатурацией (95 °С, 
использовали для радиоиммунол 


фокусированным микроволновым облуче- 
Стриатумы немедленно вырезали, погру- 
до температуры таяния льда 0,05 М трис- 
Аликвоты гомогенатов в 0,3 мл депротен- 
15 мин) и осветленную надосадочную фракцию 
огического или радиорецепторного определения эндорфинов. 


сказать, что резко сниженные 
лина и общих эндорфинов (ра 
ные, когда животных забивали 
ли гомогенизацией ткани в б 
происходящей на стадии гомоге 


низации. 

Предположение о быстрой деградации эндорфинов при гомо- 
генизации в буфере за тот промежуток времени, который прохо- 
дит между гомогенизацией и тепловой депротеинизацией (менее 
риментом, в котором ЗН-лей-энкефа- 


значения содержания мет-энкефа- 
диорецепторный анализ), получен- 
декапитацией, а экстракты готови- 
уфере, обусловлены деградацией, 


И ИНДОВ, 
_ ще содержание эр 
затих лей энкефал 


ре содержание Ме 
ЧЬИ 


= 


#7 


Эндорфины и рецепторы эндорфинов в стриатуме 


СРАВНЕНИЕ СОДЕРЖАНИЯ ЭНДОРФИНОВ, ОПРЕДЕЛЯЕМОГО 
РАДИОИММУНОЛОГИЧЕСКИМ И РАДИОРЕЦЕПТОРНЫМ МЕТОДАМИ 


Содержание мет- и лей-энкефалина в стриатуме крыс хорошо 
соответствует результатам Янга и др. [63], м. 2. 
диоиммунологический тест, и находится в тех же пределах о и 
значения, полученные Смитом и др. [58] при определении  содер- 
жания энкефалинов У морских свинок с помощью биологического 
теста. Это в равной мере относится и к содержанию энкефалинов 
в других участках мозга (обнаруживающего большую гетероген- 
ность, несколько коррелирующую с гетерогенностью в связывании 
ЗН-лей-энкефалина [43]). Неравномерное распределение энкефа- 
линов отмечено также Симантовым и Снайдером [56], но получен- 
ные ими значения оказываются на один-два порядка ниже, чем 
наши, — по-видимому, в связи с тем, что эти авторы не предприня- 
ли необходимых предосторожностей для предотвращения деграда- 
ции пептидов. 

Общее содержание эндорфинов в стриатуме (выраженное в 
эквивалентах лей-энкефалина) оказалось значительно выше, чем 
суммарное содержание мет- и лей-энкефалина. То же самое на- 
блюдалось и в других участках мозга: например, в гипоталамусе 
отношение общего содержания эндорфинов (определенного радно- 
рецепторным методом) к сумме концентраций двух энкефалинов 
равно 16 (для сравнения: в стриатуме это значевие равно 8). Чем 
можно объяснить такие большие различия? Даже принимая во 
внимание более высокое содержание в тканях мет-энкефалина, 
соединения с более высокой активностью в радиорецепторном тес 
те, чем лей-энкефалин, не удается полностью сгладить а. 

между результатами определений радиорещепторным и рано 
Мунологическим методами. Объяснить это мн Е ыы 
тем, что при радиорецепторном анализе экстрактов а Не- 
Ходит узнавание каких-то веществ, отличных т энке яЩими эн- 
которые из этих веществ скорее всего являются ия по- 
Дорфинами, т. е. пептидами с опиатоподобной о похомичезний 
скольку ряд исследователей, используя а й с а 
Тест, выявили в некоторых участках ее с недав- 

люм и др. данное издание). с ыал при хроматографии 

Ним сообщением Чёнга и др. 1] о том, чо С сефадексом С- 
ЭКстракта цельного мозга мыши на колонке ецепторное опреде- 
обнаруживается три пика эндорфинов ее таковым а-эн- 
Е соответствуют ® 

Дорфина, В-эндорфина и энкефалинов р нки, полученные при 

Следует еще раз подчеркнуть, а а иблизительными 
Радиорецепторном анализе, являются еЬМЯ пзанни этого метода, 
и Ио на результаты, полученные ыы ' неморфиномиметические ве- 

Гут оказывать влияние эндогеннь 
щества. 


> 
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Локализация эндорфинов 
и эндорфиновых рецепторов в стриатуме, 
выявляемая по эффектам избирательных 
повреждений 


Возможность того, что участки связывания энкефалинов ло- 
кализованы на самих дофаминэргических нейронах нигро-стриар- 
ного тракта, была исследована прямо путем оценки эффектов раз. 
личных типов повреждений, приводящих к деструкции части этих 
нейронов. После химического повреждения, вызванного 6-оксидо- 
фамином, введенным либо в желудочек, либо путем медленной ин- 
фузии в зибзбапНа пота в соответствии со строгими условиями 
Агида и др. [1], наблюдается избирательная дегенерация дофа- 
минэргических нейронов и достоверное снижение связывания 
ЗН-лей-энкефалина со своими высокоаффинными местами связыва- 
ния (табл. Зи 4). Такой же эффект наблюдается и в том случае, 
когда дегенерация дофаминэргических терминалей (оцениваемая 
по снижению захвата *Н-дофамина или активности ДОФА-декар- 
боксилазы) вызвана электрокоагуляцией компактной части зи- 
запапНа п!ога или перерезкой нигро-стриарного пучка на уров- 
не гипоталамуса (табл. 4). 

Следует упомянуть некоторые особенности этого процесса, по- 
скольку они проливают кое-какой свет на механизм, участвующий 
в этом снижении. Снижение связывания ЗН-лей-энкефалина со 
своими высокоаффинными рецепторами обусловлено изменением 
максимального связывания без заметного изменения значения 

р [51]; следовательно, это снижение отражает, по-видимому, сни- 
жение количества рецепторных мест без изменения их связываю- 
щих свойств. Кроме того, снижение затрагивает не только первый 
класс мест связывания *Н-лей-энкефалина, но также и связывание 
ЗН-налоксона и второй класс мест связывания ЗН-лей-энкефалина, 


Таблица 3 


Снижение связывания 3Н-лей-энкефалина в стриатуме крыс 
после введения б6-оксидофамина в зибз{апНа пята? 





Связывание Захват, фмоль/(мг белка. 5 мин) 
ЗН-лей-энкефалина, 


фмоль/мг белка 





ЗН-дофамин | ЗН-холин 








Контрольная сторона 
Поврежденная сторона 


И 
Е12 
Разница 




















1) Унилатеральная инъекция б-оксидофамина (4 мкл раствора с концентрацией 3 мг/мл) 
проводилась по методу Агида и др. [1]. Крыс забивали спустя 9—15 дней. Стриатум гомо- 
тенизировали в 20 объемах 0,32 М сахарозы и аликвоты одного и того же гомогената ис 
пользовали для оценки связывания и захвата. Связывание ЗН-лей-энкефалина с ри 
ми первого класса определяли, как описано в подписи к рис. 2. Захват определяли Е 
<утствии 20 нМ ЗН-дофамина или ЗН-холина соответственно. Среднее значение 7 экспери» 
тов-+средняя ошибка (по 3 пробы на каждое определение). 

2) р<0,001. 








зи же объем 
° чщиз проводнаи, как указано в) 
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Таблица 4 


3Н-лей-э 

-энкефалина и ЗН 
-налок 

в стриатуме крыс после различных тип и 
ов повреждения! 


Снижение связывания 





Связывание 


ЗН-лей-: : 
Тип повреждения Н-лей-энкефалина Связывание | ДОФА-декар- 
ЗН-налоксона боксилаза 





1-й класс 2-й класс 





Введение и В 
елудочек мозга о — 18% 0/ 7 
о о в А > —33% 
зирзапйа шота (7) Е 364% 32% — 174% 
Коагуляция зибзапйа тр- . 
та (7) —2444% —37% 
Темисекция на уровне гипо- 
таламуса (6) —29- —3942% | —30+3% —80% 


























1) Крысам инъецировали в желудочек мозга 250 мкг б-оксидофамина, растворенного 
в 10 мкл физиологического раствора с 2% аскорбиновой кислоты; контрольные крысы ио- 
лучали тот же объем растворителя. Унилатеральную инъекцию 6-оксидофамина в зиз{ап- 
{а шота проводили, как указано в табл. 3. Унилатеральную электрокоагуляцию зибзапиа 
ета рагз сошрасёа проводили, пропуская ток 80 мА в течение 5 с с последующим гисто- 
логическим контролем. Гемисекцию на уровне гипоталамуса проводили с помощью тонкого 
стеклянного ножа. Животных забивали через 6—30 дней после повреждения и для опре- 
деления использовали суммарную ткань 1—3 крыс (количество экспериментов указано в 
скобках). Связывание ЗН-лей-энкефалина с рецепторами 1-го класса (опиатные рецепторы) 
определяли, инкубируя ткань с 12 нм зН.лей-энкефалина в присутствии или в отсутствие 
5 мкМ морфина и вычисляя различия в связывании. Связывание с рецепторами 2-го клас- 
са оценивали по разнице значений, полученных при инкубации 70 нм Н-лей-энкефалина. в 
присутствии и в отсутствие 5 мкМ пептида. Связывание ЗН-налоксона Ор ть 
инкубации этого лиганда в концентрации 3 нМ в присутствии и в отсутствие 1 мк/ Е 
ченого налоксона. Значения представлены как средние различия-= стандартное ВОт 
между связыванием в поврежденной стороне и в контрлатеральной стороне ны ЕЕ 
ного (за исключением крыс, получавших 6-оксидофамин в желудочек мота, ОТО о 
нивали с группой контрольных животных). Во всех случаях различия о еНатОв нс 
верны. Активность ДОФА-декарбоксилазы определяли в а А меченной нс по 
зуемых для определения связывания, путем инкубации с 0,8 мм ДОФА, 
карбоксильной группе. 


причем примерно в равной степени: это означает, что а 
называемых «опиатных рецепторов» влиянию р , 
дений подвержен также второй класс мест ия а 
После дегенерации дофаминэргических ние ра 
ИННЫЙ захват ЗН-холина (надежный пот ивр Е 
Линэргических нейронов) не изменяется (табл. >. я т 
известно, дофаминэргические нейроны рее сие 
холинэргические нейроны, то наблюдаемое Си о" 
опиатных рецепторов не может быть результатом р де 
синаптической дегенерации. Отсутствие а О) 
В содержании эндорфинов в стриатуме авиа связывания 
Е же Е. ефакт обусловленный 
р окефалина, прероа АЕ ыми соединениями, 
Изменением насышенности рецепторов эндогенный 


ан. 
‘ОХраняющимися в процессе Выделения количества ре- 
ледовательно, вероятнее всего, ации дофаминэргических тер- 


Чепторов в стриатуме после дегенер 
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Таблица 5 


Относительные изменения (в процентах) содержания «опиатных» рецепторов 


и эндорфинов в стриатуме после рассечения мозга 
на уровне гипоталамуса!) 





Содержание в стриатуме 
Связывание 

Время ЗН-лей-энкефа" = 2 общие 
лина (1-класс) мет-энкефалин?) | лей-энкефалин?) эндорфины?) 























1-й день (5) —2 = 13 --27=28 1-4 
3 дня (4) --12 +12 --53+27 -- 17-33 
7 дней (6) И +7 13-12 —4-10 
30 дней (2) — — — 

60 дней (2) — 4121, +163 — --50, +86 

















*) Крыс забивали через различные интервалы времени после рассечения мозга на уров- 
не гипоталамуса. Аликвоты одного и того же гомогената стриатума использовали, как пра- 
вило, и для определения количества мест связывания ЗН-лей-энкефалина, и для определе- 
ния содержания различных эндорфинов. Данные представлены как средние значения изме- 
нения в процентах (= средняя ошибка) в стриатуме на поврежденной стороне по сравнению 


с НН стриатумом того же животного. Количество экспериментов указано в 
скобках. 


ы Определение проводили с помощью радиоиммунологического теста. 
2) Определение проводили с помощью радиорецепторного теста. 
) р< 0,01. 


миналей, вызванной четырьмя различными типами повреждения, 
свидетельствует о наличии рецепторов эндорфинов на нигро-стри- 
арных дофаминэргических нейронах. При рассмотрении этого за- 
ключения следует, однако, отметить, что снижение количества уча- 
стков связывания °Н-лей-энкефалина происходит несколько мед- 
леннее, чем снижение содержания дофамина: к примеру через 
3 дня после гемисекции содержание дофамина снижается уже на 
80%, тогда как снижение количества опиатных рецепторов еще 
нельзя считать достоверным (табл. 5). Однако эти различия в ско- 
ростях двух процессов на самом деле не противоречат нашему 
заключению, поскольку они могут быть обусловлены более медлен- 
ным исчезновением мембранных компонентов по сравнению с 
внутриклеточными компонентами дегенерирующих дофаминэрги- 
ческих нейронов. Относительное отсутствие корреляции между 
снижением числа мест связывания эндорфинов и активности 
ДОФА-декарбоксилазы после различных повреждений (табл. 4) 
также нельзя рассматривать как противоречие идее о локализа- 
ции опиатных рецепторов на дофаминэргических нейронах, по- 
скольку довольно ограниченное снижение числа мест связывания 
делает такое строгое сравнение затруднительным. 

В самом деле, число участков связывания энкефалина сни- 
жается максимум на 30% даже после экстенсивной а 
дофаминэргических нейронов, охватывающей примерно 90% по- 
следних. Следовательно, такая грубая оценка показывает, что 
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примерно треть этих мест связыван: 


1я в стриатуме локализована 
на самих дофаминэргических нейрон а а 


ах, а остальные расположены 


на недофаминэргических нейронах этого участка 


ВЛИЯНИЕ ИНЪЕКЦИЙ КАИНОВОЙ КИСЛОТЫ 


Каиновая кислота, аналог глутамата, оказалась потенциаль- 
но ценным инструментом для исследования нейронов, обладающих 
опиатными рецепторами, остающимися после разрушения дофа- 
минэргических нейронов, равно как и энкефалинсодержащих кле- 
ток стриатума. Инъекция на стереотаксическом приборе этого аген- 
та в стриатум избирательно удаляет нейроны, тела которых рас- 
положены вблизи места инъекции (такие, как ГАМК-эргические 
и холинэргические нейроны), но не затрагивает аксоны и нервные 
терминали приходящих извне нейронов, таких, как дофаминэрги- 
ческие [54]. 

Через 5 дней после интрастриарной инъекции 1,5 мкг каиновой 
кислоты (табл. 6) мы обнаружили снижение на 45=7% количест- 
ва мест связывания ЗН-лей-энкефалина, сопровождающееся сни- 
жением на 67=6% захвата холина. Последнее изменение согласу- 
ется со снижением активности холинацетилазы, другого пресинап-. 
тического маркера холинэргических нейронов, обнаруженным Кой- 
лем и Шварцем [17], и с многочисленными данными, показываю- 
щими, что эти нейроны являются преимущественно внутренними 
для стриатума. Если относительное снижение захвата *Н-холина 
отражает относительное содержание всех типов внутренних ней- 
ронов, разрушаемых каиновой кислотой в стриатуме, то можно 


Таблица 6 


Снижение захвата ЗН-холина, связывания ЗН-лей-энкефалина 
и содержания мет-энкефалина в ори 
после локальной инъекции каиновой кислоты 





Контрольная |‘ Поврежденная Разница, 
сторона сторона % 





Захват ЗН-холина, фмоль/мг белка 205-515 693-15 на 


Связ 3 . Е . 
ге Н-лей-энкефалина, фмоль/мг 12349 6848 —45+47 


вязывание  мет-энкефалина,  нмоль/гГ о 
а ф , 1,40--0,27 | 0,98=0,19 | —28+8 














й буфера, рН 7.4 
(1 р я вводили 1,5 мкг каиновой кислоты, расоренноито вн я через 
„„Умин), в правый стриатум (координаты: А=8,0; *—=,°, ь > 9 
аква "Иона "И бвизызание ОНО она Мы ие 
ст ума. + 
ликвотах одного и того же гомогената стр О 


среднее значение 4 зН-лей-энкефали- 


Для 3 зриводила к снижению связывания ЗЕ 
ивотных- средняя ошибка). 


17—1594 
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заключить, что 66+8% рецепторов эндорфинов в этом участке ло- 
кализованы на внутренних нейронах. Таким образом, эти данные 
хорошо согласуются с данными, полученными при избирательной 
дегенерации дофаминэргических нейронов и позволившими нам за. 
ключить, что 30—35% опиатных рецепторов стриатума расположе. 
ны на дофаминэргических нейронах. 

Наблюдается также достоверное снижение содержания мет- 
энкефалина после интрастриарного введения каиновой кислоты, 
согласующееся с независимо полученными данными других авто- 
ров [29] (а также Чайлдерс и др., данный сборник). Это позволи- 
ло нам заключить, что часть этих пептидов в стриатуме находится 
во внутренних нейронах; такое заключение подтверждается имму- 
ногистохимической визуализацией мет-энкефалинсодержащих ин- 
тернейронов в этом участке мозга [30]. Отметим, однако, следу- 
ющее: относительное содержание мет-энкефалина снижается не- 
сколько слабее, чем захват ЗН-холина, что, очевидно, свидетельст- 
вует об участии внешних нейронов в поддержании содержания 
мет-энкефалина в стриатуме. Окончательный вывод по этому по- 
воду сделать затруднительно, поскольку относительное снижение 
содержания мет-энкефалина не обязательно строго соответствует 
относительному снижению количества мет-энкефалинсодержащих 


нейронов из-за возможных изменений в равновесном содержании 
пептида в остающихся нейронах. 


Заключение. Модель взаимодействия 
энкефалинэргической и дофаминэргической 
систем в стриатуме 


Хотя детали взаимодействия энкефалинэргической и дофамин- 
эргической систем на уровне стриатума будут, очевидно, уточнены 
в дальнейшем с помощью других подходов, наши данные хорошо 
укладываются в модель, схематически изображенную на рис. 
Предполагая, что опиатные рецепторы представляют собой пост- 
синаптические рецепторы для постулированных энкефалинэргиче- 
ских нейронов, мы интерпретируем полученные нами данные как 
доказательство пресинаптического контакта этих нейронов с тер- 
миналями дофаминэргических нейронов. В связи с этим следует 
отметить, что в течение последних месяцев появилось немало ра- 
бот, содержащих прямые и косвенные указания на возможность 
для энкефалинэргических нейронов устанавливать аналогичные 
аксон-аксонные синапсы в различных частях центральной нервной 
системы. Так, например, Ламотт и др. [4] обнаружили высокое 
связывание с опиатными рецепторами в поверхностном слое зад- 
него рога и 50%-ное снижение связывания после дорсальной ризо- 
томии; это было интерпретировано как свидетельство пресинап- 
тическои локализации опиатных рецепторов на первичных сенсор” 
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Рис. 5. Предполагаемая модель взаимодействия энкефалинэргических и дофамин- 
эргических нейронов в стриатуме. 


ных афферентах спинного мозга. Атвех и Кухар [4] рые 
пресинаптическую локализацию опиатных рецепторов на = :- — 
нерве на основании их исчезновения после поврежден ты 
Хёкфельт и др. [31] получили убедительные ет 
ские доводы в пользу присутствия в заднем роге и = 
ного тракта тройничного нерва м п ыы 
нейронов, образующих аксон-аксонные синапсы не ся 
рентами этих структур (содержащими ее рые 2 
возможны и другие объяснения, но наши даннь ет 
инъекциях каиновой кислоты, согласуются с п. = 
логичной организации в стриатуме, т. е. Нк а 
интернейронов, замыкающихся пресинаптиче 


Для дофаминэргических нейронов. 


Каково может быть их дейст 
роны? 


1й 

Результаты многочисленных ООО ВО 

< энкефалинами [8, 18] свидетельствуют о том, ействием. Далее, 

ния обладают преимущественно ингибирующим ея Ло и др. [44] 

В сообщениях Келсенса и Кучинского [10], а так ижают скорость 
показано, что морфин и различные эндорфины сн 
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вие на дофаминэргические ней- 
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индуцированного К+ высвобождения дофамина из срезов стриату- 
ма крыс и что их действие предотвращается налоксоном. Это под- 
тверждает вывод о том, что пресинаптические энкефалинэргиче- 
ские нейроны оказывают ингибирующее действие на высвобожде- 
ние нейромедиатора из терминалей дофаминэргических нейронов 
стриатума. 


Данная гипотеза объясняет симптомы сниженного дофамин- 
эргического проведения в стриатуме (напоминающего аналогичное 
снижение под влиянием нейролептических средств), наблюдаемые 
после острого введения морфина или эндорфинов, а исчезновение 
этих симлтомов после введения прямых или непрямых дофамино- 
вых агонистов свидетельствует в пользу такого объяснения. Одна- 
ко увеличение скорости обновления дофамина в стриатуме, вызы- 
ваемое наркотическими анальгезирующими средствами [12], ка- 
жется парадоксальным. В связи с этим можно отметить, что такое 
парадоксальное увеличение синтеза дофамина происходит в ре- 
зультате вторичного эффекта различных воздействий, приводящих 
к снижению высвобождения дофамина [53, 9]. 


Долговременным снижением высвобождения дофамина после 
хронического введения морфина, возможно, объясняются симпто- 
мы повышенной чувствительности к дофаминовым агонистам 
[40], появляющиеся в этих условиях. Действительно, развитие 
так называемой «связанной с неиспользованием гиперчувствитель- 
ности» в дофаминэргической системе стриатума представляет со- 
бой общую особенность различного рода обработок, нарушающих 
дофаминэргическое проведение хроническим или субхроническим 
образом. Можно себе представить, что эта гиперчувствительность 
дофаминовых рецепторов может постепенно компенсировать, раз- 
вившись при хроническом введении морфина, сниженное морфи- 
ном высвобождение дофамина, и этот механизм может обусловить, 
по крайней мере частично, развитие толерантности к эффектам 
морфина в этой системе (рис. 5). Интересно, что, как было недав- 
но показано в нашей лаборатории [13], ингибиторы синтеза бел- 
ка предотвращают развитие гиперчувствительности дофаминэрги- 
ческих рецепторов, вызываемое а-метил-п-тирозином, равно как 
и развитие толерантности к морфину. 

Тот факт, что гиперчувствительность дофаминовых рецепто- 
ров большей частью наблюдается на протяжении периода нару- 
шенного дофаминэргического проведения [14], возможно, объяс- 
няет синдром абстиненции, или симптомы стремительного сокраще- 
ния дозы. Когда высвобождение дофамина возвращается к ты 
(после окончания введения морфина или после инъекции налоксо- 
на), то вследствие остающейся гиперчувствительности ме 
вых рецепторов следует ожидать повышенного ответа = 
рецептивных клеток. Действительно, некоторые симптомы "> 
нентного синдрома аналогичны таковым, вызываемым свер› 
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муляцией дофаминовых рецепторов, и снимаются агентами, бло- 
кирующими дофаминовые рецепторы. 
| Модель, предложенная нами для связи толерантности и зави- 
ы симости с модифицированным дофаминэргическим проведением в 
стриатуме, аналогично механизмам, постулированным в общей 
форме Джейфом и Шарплесом [35], не предполагает появления 
Е" изменений на уровне самих холинэргических синапсов. Это согла-, 
суется с отсутствием изменений в связывании с опиатными ре- 
цепторами [50, 37] и в равновесном содержании мет-энкефалина 
[22] (а также Чайлдерс и др., данное издание) после хрониче- 
ского введения морфина. С другой стороны, эксперименты на кло- 
нах гибридных клеток нейробластома/глиома [55] дают основа- 
ние предполагать, что толерантность к эффектам опиатов может 
развиваться на стадии «второго посредника», т. е. на уровне внут- 
риклеточного образования циклических нуклеотидов. В связи с 
этим мы не можем исключить в настоящее время той возможно- 
сти, что в развитии толерантности и зависимости могут участво- 
вать другие механизмы, отличные от «связанной с неиспользова- 
нием гиперчувствительности» дофаминовых рецепторов. В этой 
связи заметим, что влияние морфина на скорость обновления дофа- 
мина в стриатуме постепенно снижается при хроническом введе- 
нии [39], однако интерпретировать это наблюдение трудно: толе- 
рантность может легко возникнуть в результате развития гипер- 
чувствительности дофаминовых рецепторов, участвующих В меха- 
низмах регуляции нигростриатума по принципу обратной связи, 
а также может быть обусловлена изменениями на уровне других 
нейронов стриатума (холинэргических, ГАМК-эргических), кото- 
рые, как известно, образуют сеть с дофаминэргическими неирона- 
ми и обладают, по-видимому, опиатными рецепторами. 

Как уже упоминалось, действие опиатов на ыы систему 
может объясняться пресинаптическим ингибированием. : ы ва 
предварительные данные, полученные при а а 
дении дофаминэргических нейронов, иннервирующих лимбическу 


систему, о том, что опиатные рецепторы мотут также я * 
зовать и на этих дофаминэргических нейронах _(в печати). м, 


возможно, и объясняется увеличение скорости ей 
на в этих-структурах под влиянием наркотических а р 
Щих средств, а также роль эндорфинов в ети .* эх к 
вах. Далее, морфин и эндорфины снижают ро АЕ ре 
только дофамина и вещества Р’ [36], но также и АН [60 20] 
Диаторов мозга, таких, как ацетилхолин и Е ое 

связи с этим представляется все более и более вер ее р 
Пресинаптический контроль высвобождения медиаторов = с а я 
энкефалинэргических нейронов, постулированный нами для стриату. 


ма, мож &= общую функцию этих нейронов. 
ет представлять собой общую Ф 
ыы слользованием гиперчувствитель- 
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в результате хронического снижения активации ‘медиаторами, ока. 
зывается все более и более общим в центральной нервной системе, 
В связи с этим можно думать, что постулированная нами модель 
активности дофаминэргических нейронов в стриатуме может иметь 
общее значение для объяснения развития толерантности к различ. 


ным эффектам опиатов и для объяснения вызываемых ими 


раз- 
личных симптомов абстиненции. 
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СИНАПТИЧЕСКАЯ ЛОКАЛИЗАЦИЯ ОПИАТНЫХ РЕЦЕПТОРОВ 
В СТРИАТУМЕ КРЫС 


А. КАРЕНЦИ, В. ФРИДЖЕНИ, Д. ДЕЛЛА БЕЛЛА 
(А. Согепа, У. Емвет, О. РеЦа ВеНа) 


Хорошо известно, что инъекция крысам морфина и галоперн- 
дола вызывает поведенческие эффекты, связанные с функциональ- 
ными изменениями моноаминов мозга, особенно в дофаминэргиче- 
ской нигростриарной системе [2, 4, 8]. Так, например, инъекция 
морфина или галоперидола [2] повышает скорость обновления 
дофамина в стриатуме, противодействует индуцированному 4-ам- 
фетамином вращению крыс с односторонней перерезкой нигро- 
стриарного тракта [3] и вызывает каталенсию. Однако мы обна- 
ружили большие различия в нейрохимических изменениях, вызы- 
ваемых этими двумя препаратами в стриатуме крыс [2]. Судя по 
характеру этих изменений, можно предположить, что галоперидол 
повышает синтез дофамина, блокируя постсинаптические рецепто- 
ры дофамина и активируя межнейронные петли положительной об- 
ратной связи, а морфин может действовать на дофаминэргические 
терминали пресинаптически. Недавно было показано, что морфин 
и родственные опиаты взаимодействуют со специфическими рецеп- 
торными участками, присутствующими в различных участках моз- 
га, особенно сконцентрированными в стриатуме [13]. Это открытие 
побудило нас продолжить изучение локализации участков дейст- 
вия морфина, оценивая связывание ЗН-дигидроморфина (Н-ДГМ) 
с препаратами мембран стриатума крыс после химического пов- 
реждения нигро-стриарного тракта. Инъекция с помощью стерео- 
таксического прибора 6-оксидофамина в зирзёапНа шега, как это 
было описано Унгерштедом [16], приводит к разрушению дофа- 
минэргических нейронов, простирающих свои аксоны в стриатум. 

сли специфические рецепторные участки для морфина в стриату- 
ме локализованы пресинаптически на терминалях дофаминэргиче- 
ских нейронов, то можно думать, что стереоспецифическое Я 
вание ЗН-ДГМ в препаратах мембран затронутого стриатума ^ 
дет существенно снижено. 
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Влияние повреждения нигро-ст 


риарного тракта 
на стереоспецифическое связ р 


ывание °Н-ДГМ 


с препаратами мембран стриатума 


Самцам крыс линии Вистар инъе 


таксического прибора 6-оксидофамин (8 мкг/4 мкл/5 мин) в ле- 
вую зирзёапИа тета, как описано в работе Унгерштеда [16]. При- 
нимая во внимание, что вызванное апоморфином вращение крыс 
может служить показателем постсинаптической повышенной чув- 
ствительности, обусловленной дегенерацией терминалей дофамин- 
эргических нейронов [16], мы отбирали животных, инъецируя им 
апоморфин (0,4 мг/кг, подкожно) на 8-й день после повреждения 
нейронов б-оксидофамином. Для изучения связывания опиатов 
(спустя по крайней мере 6 дней после проверки) были использова- 
ны только те крысы, которые давали положительный ответ на апо- 
морфин. Мембраны из стриатума крыс получали и анализирова- 
ли, как описано Пастернаком и др. [12], используя в качестве ли- 
ганда различные концентрации ЗН-ДГМ (88 Ки/ммоль). 


х10* 
1,5 


цировали с помощью стерео- 


60 моль 
х108 


‘ческого связывания ЗН-дигидромор- 
) с препаратами нормального (1) или НУ 
атума. он наниь определяли, используя различные концентр 


М леваллорфана. 
орфана, либо 1 мкМ 1 
Ни. и я различных экспериментов. По 


пецифически связанного ЗН-ДГМ к об- 


нат отложено отношение стереос содержание стереоспецифически 


держанию ЗН-ДГМ, по оси абсцисс — 
оРОАНЕДЕМ, 
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Стереоспецифическое связывание опиатов определяли как раз- 
ницу между связыванием ЗН-ДГМ в присутствии либо | мкМ дек. 
строрфана, либо | мкМ Аа. Мы обнаружили, что ее. 
реоспецифическое связывание ИДЕМ с мембранами поврежден- 
ного стриатума оказываетея на 35% ниже, чем на неповрежденной 
стороне. Используя график Скэтчарда для анализа связыва. 
ния °Н-ДГМ, мы обнаружили, что в препаратах мембран нормаль- 
ного стриатума имеются две различные популяции опиатных ре- 
цепторов, как это показали ранее Пастернак и Снайдер ПИ. 

В самом деле, для связывания ЗН-ДГМ в нормальном стриату- 
ме был получен двухфазный график Скэтчарда (рис. 1), что ука- 
зывает на присутствие высокоаффинных и низкоаффинных мест 
связывания. Наоборот, в препаратах мембран пораженного стриа- 
тума высокоаффинное связывание ЗН-ДГМ отчетливо снижалось. 
Это свидетельствует о том, что часть опиатных рецепторов, лока- 
лизованная на пресинаптических дофаминэргических терминалях, 
может иметь важное функциональное значение. 


Влияние повреждения нигро-стриарного тракта 
на стереоспецифическое связывание 


"Н-метионин-энкефалина с препаратами 
мембран стриатума 


Недавно Хьюс и др. [5] получили данные о существовании 
в мозгу эндогенного фактора, названного «энкефалином» и обла- 
дающего свойствами морфина. Этот фактор представляет собой 
смесь двух пентапептидов: мет-энкефалина и лей-энкефалина. Оба 
пептида имитируют действие морфина в различных эксперимен- 


Таблица 1 


Стереоспецифическое связывание 3Н-мет-энкефалина 
с мембранами стриатума!) 


Стереоспецифическое бвязывание, 
расп./мин/мг белка 

Концентрация 

ЗН-мет-энкефалина, нм 





поврежденная 
нормальная сторона сторона 


5 117 
57 430 
1153 610 
1580 т 
2227 т 
3007 1690 
оо А Е 1 10 


мерений в 
') Значения представлены как средние двух авАЛИЬлЬНЫх 8 В ве 
двух независимых экспериментах. Инкубация при 0°С ыы а. 
присутствии либо | мкМ декстрорфана, либо | мкМ леваллор 
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тальных системах, но мет-энкефа 
тивным, чем лей-энкефалин. Иде 
цие его тритированной синтетической формы побудили нас иссле 
довать, будет ли стереоспецифическое связывание ЗН-мет-энкефа- 
лина с меморанами стриатума нарушаться п Е 

ип жл -оК- 
сидофамином. ри повреждении 6-ок 


и | используя различные концентрации 
‚ удается обнаружить, что его стереоснецифи- 
ческое связывание с мембранами пораженного стриатума снижает- 
ся на 40% по сравнению с таковым в контрлатеральном стриату- 
ме. Мы не располагали достаточными концентрациями лиганда 
для проведения кинетического. анализа. Однако в пределах исполь- 
зованных концентраций (от 0,25 нМ до 2 нМ) повреждение нигро- 
стриарного тракта сходным образом влияло как на связывание 
3ЗН-ДГМ, так и на связывание ЗН-мет-энкефалина. 


лин оказывается более эффек- 
нтификация энкефалина и нали- 


Влияние интрастриарной инъекции 
каиновой кислоты 
на стереоспецифическое связывание °Н-ДГМ 
в препаратах мембран 
стриатума 


Мак-Гир [10] обнаружил недавно, что введение с помощью 
стереотаксического прибора каиновой кислоты в стриатум приво- 
дит к разрушению элементов сомы и дендритов, оставляя интакт- 
ными дофаминэргические нервные окончания. Морфологические 
данные были подтверждены результатами биохимических исследо- 
ваний, в которых было доказано существенное снижение актив- 
ности дофаминзависимой аденилатциклазы, глутаматдекарбокси- 
лазы и холинацетилтрансферазы и увеличение активности тиро- 
зингидроксилазы [10]. Мы решили использовать повреждение 
стриатума каиновой кислотой в качестве инструмента для даль- 
нейшего исследования локализации опиатных рецепторов в ке 
Туме. Мы инъецировали с помощью стереотаксического прове 
каиновую кислоту в дозе 2 мкг/ (мкл/мин) в левый А кА 
описано в работе Мак-Гира и Др. [19]. АЯ вы Це. 
Тум, в который ничего не инъецировали, служия ый 
рез три дня после инъекции определяли активность г мента в 
Клазы по методу, описанному ранее 17; не вЫ 50— 
томогенате стриатума с поврежденной ея соот 
30% от таковой в контралатеральном а зН-ДГМ 
Как показано втабл.2, при различных к : 


препаратами 
В диап о нм) связывание его с 
азоне от 0,25 нМ до И ета каиновую кислоту, 


чем с мембранами контрлатераль- 


чембран стриатума, в который 
ве вается на 35—40% ниже, 
Го стриатума. 
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Таблица 2 


Стереоспецифическое связывание ЗН-дигидроморфина (ЗН-ДГМ) 
с мембранами нормального и поврежденного каиновой кислотой стриатума 


ЕЕ ДЗ 
Стереоспецифическое связывание, 

Концентрация расп./мин/мг белка1) 

ЗН-ДГМ, нм 








нормальная сторона поврежденная сторона 


1028 673 

1809 1150 

2828 1619 

3735 2335 

4771 3259 

з 5014 4059 
а Е 
') Значения представлены как средние двух параллельных измерений в 
двух независимых экспериментах. Инкубация при 25°С в течение 30 мин в 

присутствии либо 1 мкМ декстрорфана, либо | мкМ леваллорфана. 


Для выяснения функциональной значимости опиатных рецеп- 
торов, чувствительных к каиновой кислоте, в настоящее время 
проводятся опыты по изучению кинетики стереоспецифического 
связывания ЗН-ДГМ с препаратами мембран пораженного стриа- 
тума. 


Заключение 


Наши результаты показывают, что по крайней мере часть 
(30—40%) опиатных рецепторов локализована на пресинаптиче- 
ских дофаминэргических терминалях. Инъекция 6-оксидофамино- 
вой кислоты в зибзфапНа ога вызывает очень слабое поврежде- 
ние стриатума по сравнению с тем, которое наблюдается после 
инъекции в стриатум каиновой кислоты. На этом основании мож- 
но предположить, что опиатные рецепторы в высокой степени скон- 
центрированы на дофаминэргических терминалях нигро-стриарных 
нейронов. В настоящее время мы не можем исключить возмож 
ности конформационных изменений опиатных рецепторов, обурдо?" 
ленных снижением содержания дофамина в пораженном Я 
ме. Предварительные эксперименты с использованием ней 
сона в качестве лиганда, по-видимому, могут служить м 
на то, что убыль дофамина приводит к изменению  агонисто” 
тропной формы опиатных рецепторов в антагонистотропную- я 
наружение рецепторов для морфина и мет-энкефалина на 2 
наптических дофаминэргических нервных терминалях А 
с возможной ролью опиатов в регуляции Ножи ж 15]. 
на, как это предполагается различными авторами [2, Я 
Однако снижение стереоспецифического связывания 
ле повреждения каиновой кислотой может служить указ 
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то, что в стриатуме опиатные рецепторы ассоциированы не только 
с нервными терминалями, но также и с аксоно 


: -дендритны 
аксоно-соматическими синапсами. РА а 
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ОПИАТНЫЕ РЕЦЕПТОРЫ. 
РАЗЛИЧНОЕ СРОДСТВО К ЛИГАНДАМ 
В РАЗНЫХ УЧАСТКАХ МОЗГА 


Д. ДЕЛЛА БЕЛЛА, Ф. КАЗАЧЧИ, А. САССИ 
(Р. РеПа ВеПа, Е. Сазассь, А. $аз31) 


Недавно Мартин и др. [4] высказали предположение, что 
фармакологические и поведенческие реакции, вызываемые раз- 
личными морфиноподобными веществами У независимых и зави- 
симых спинальных собак-хроников могут отражать взаимодейст- 
вия этих веществ со специфическими участками различных типов 
опиатных рецепторов. Они предположили, что можно дифферен- 
цировать три типа опиатных рецепторов: и-рецепторы х-рецепто- 
ры о-рецепторы —и что каждый из них имеет свой специфиче- 
ский лиганд: морфин, кетоциклазоцин и производное бензоморфана 
(5КЕ10047) соответственно. Взаимодействие между и-рецептора- 
ми и морфином приводит к фармакологическому эффекту относи- 
мому обычно к наркотической анальгезии, а по субъективному 
ощущению — к эйфорическому синдрому. Активация х-рецепто- 

одит к чувству успокоения, а актива- 
ция о-рецепторов участвует предположительно в появлении дисфо- 
рического и галлюцинаторного синдромов. Далее, агонисты н-ре- 
цепторов, но не х- и ц-агонисты, подавляют синдром снижения до- 
зы у морфинизированных собак при абстиненции. 

редполагаемая молекулярная структура агонистов показана 
на рис. |. Можно видеть, что и х-, и о-агонисты представляют со- 
бой производные бензоморфана и что аллильная и циклопропил- 
метильная группы замещают метильную группу при атоме азота. 
Хорошо известно, что эта структурная особенность характерна 
для морфиноподобных соединений, представляющих собой сме- 
шанные агонисты-антагонисты. Следует также обратить внима- 
ние на необычное появление кетогруппы в 2’-положении агониста 
х-рецепторов. 

Общий фармакологический эффект, вызываемый этими ей 
нениями у собак, можно вкратце сформулировать следующим о ь 
разом: активация и-рецепторов вызывает замедление о 
снижение диаметра зрачков, частоты дыхания и ню 
ла. Активация о-рецепторов, напротив, приводит к учащ тем- 
пульса и увеличению диаметра зрачков частоты дыхания и 
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| рис. 1. Молекулярные структуры ц-, х- 
и 0-агонистов. а — морфин (агонист -СН; 
рецепторов), б — кетоциклазоцин (аго- 
| нист Х-рецепторов), в — ЗКЕ 10047 (аго- 
нист о-рецепторов). : 
| 
| НО 0 он 
о м-н, 
6 СН; 
СНз 
но 
М-САХН=СИа 
СН 
8 
5 СН; 
Но 


пературы тела. При активации х-рецепторов не удается выявить 
соответствующих фармакологических ответов, за исключением 
уменьшения диаметра зрачков. В результате анализа фармаколо- 
гических активностей, оцениваемых по активации специфических 
рецепторов, можно постулировать следующее: 1) морфин и про- 
изводное 5КЕ обладают очень высоким сродством к и-рецепторам, 
но только у морфина это сродство сопровождается высокой «внут- 
ренней», т. е. присущей ему самому, активностью; 2) кетоцикла- 
зоцин обладает высоким сродством и «внутренней» активностью 
по отношению к х-рецепторам; 3) только соединение УКЕ обла- 
Дает высоким сродством и «внутренней» активностью по отноше- 
НИЮ к о-рецепторам. 

настоящее время мы располагаем данными о локализации 
и распределении в мозгу постулированных и-, х- и о-рецепторов. 
В связи с этим и принимая во внимание те большие возможности, 
которые дает изучение стереоспецифического связывания для выяс- 
нения механизмов и участков действия опиатов, мы решили по- 
. пытаться получить некоторую информацию о возможной преиму- 
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щественной локализации трех различных типов опиатных рецеп. 
торов в центральной нервной системе. : 

Нам кажется, что предыдущие наблюдения соответствуют из. 
бранному нами экспериментальному подходу. При изучении фар- 
макологических особенностей стереоизомера виминола К., нового 
анальгезирующего препарата центрального действия, мы обнару- 
жили, что его обезболивающая активность в обычном лаборатор- 
ном тесте на грызунах выражается величиной того же порядка, 
что и обезболивающая активность морфина [1]. К нашему удивле- 
нию, оказалось, что виминол К› обладает более высокой актив- 
ностью, чем морфин, в снижении возбуждения интернейронов пла- 
стины \У после болевой периферической стимуляции [2]. Предпо- 
лагая, что новое соединение преимущественно действует на ниже- 
лежащие центры в центральной нервной системе, принимающие 
участие в отработке болевых стимулов, мы попытались, следова- 
тельно, оценить вытесняющую активность виминола Е в сравне- 
нии с морфином, используя фракции синаптосом из различных 
участков мозга крыс: коры, стриатума, гипоталамуса, ствола моз- 
га и ауэрбахова сплетения [6]. Как показано в табл. 1, морфин 


Таблица 1 


Морфин и виминол В›: сравнительная вытесняющая 
эффективность для различных препаратов рецепторов 





Подавление стереоспецифического 
связывания ЗН-дигидроморфина 
(1,5 нм) 





Фракции Р. 


морфин виминол Ко 
(ЕБ50, нм) (ЕБьо, нм) 





Участки центральной нервной си- 


стемы: 
Кора мозга 1,30 790 
Стриатум 3,90 560 
Гипоталамус 1,80 180 
Ствол мозга 2,50 120 


Ауэрбахово сплетение 


примерно с равной эффективностью вытесняет связанный ЗН-ди- 
гидроморфин (ЗН-ДГМ) во фракциях синаптосом из различных 
участков. Пиррилэтаноламиновое производное, виминол Ё, нао- 
борот, обладает более высоким сродством к ауэрбахову сплетению 
и стволу мозга, чем к препаратам из коры и стриатума. 
Ободренные этими различиями, мы попытались выяснить, раЗ- 
лично ли распределение ц-, х и о-рецепторов между четырьмя раз- 
ными участками центральной нервной системы: корой, и. 
мом, стволом мозга и спинным мозгом. Полученные А пет. 
наптосом инкубировали с природным лигандом опиатных Ре 
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торов, зЗН-мет-энкефалином или с ЗН-ДЕМ. Эксперименты с опиод- 
ным пептидом проводили при 4°С для ограничения инактивации 
природного лиганда амино- и карбоксипептидазами. Процедура, 
принятая для препаратов фракции синаптосом фракции Рь, и из- 
мерение содержания опиатных рецепторов в различных препаратах 
описаны у Перта и Снайдера [5]. В качестве агонистов опиат- 
ных рецепторов, используемых для вытеснения меченых мет-энке- 
фалина и ДГМ, были выбраны: морфин — для характеристики 
и-рецепторов, кетоциклазоцин — для изучения х-рецепторов и про- 
изводное бензоморфана, $КЕР 10047, — для определения о-рецеп- 
торов. 
Таблица 2 


Подавление морфином связывания ЗН-дигидроморфина (3Н-ДГМ) 
и ЗН-мет-энкефалина с различными препаратами рецепторов 





Эффективность действия морфина 
(ЕБ50, нНМ) на стереоспецифическое 








Участки ЦНС связывание 
ЗН-ДГМ ЗН-мет-энкефалин 
Кора мозга 1,3 100 
Стриатум 3,9 100 
Ствол мозга 2,5 10 
Спинной мозг Не определяли 45 





В табл. 2 приведены значения Е) для морфина в вытесне- 
нии ДГМ и мет-энкефалина из фракций синаптосом, полученных 
из четырех участков центральной нервной системы. Оказалось, 
что, хотя эффективность морфина в вытеснении ДГМ из различ- 
ных препаратов центральной нервной системы примерно одинако- 
ва, эффективность его в вытеснении мет-энкефалина совершенно 
различна. В препаратах коры и стриатума значения ЕБьо оказы- 
ваются достаточно высокими, что подтверждает результаты, полу- 
ченные ранее Симантовом и Снайдером [7] на мембранах целого 
мозга, а также Лордом и др. [3] в тех же условиях, но с исполь- 
зованием лей-энкефалина. Однако в стволе мозга и в сманном 
Мозгу значения ЕР», для морфина оказались неожиданно низ 
Кими. 


Результаты, полученные с кетоциклазоцином, приведены В 


табл. 3. Значения ЕРъогдля кетоциклазоцина в вытеснении на 
оказываются примерно одинаковыми во всех р Чо 
Значения ЕД; в вытеснении мет-энкефалина в разных участках 
Различны. Агонист х-рецепторов более эффективно и 
Мет-энкефалин из мембран коры, чем из мембран ствола и спин- 
КОГО мозга, 
с в. табл. 4 показаны совершенно ин 
динением ЗКЕ 10047 в качестве п 


18— 1594 


ые результаты, полученные 
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Таблица 8 


Подавление кетоциклазоцином связывания ЗН-ДГМ и °Н-мет-энкефалина 


различными препаратами рецепторов 





Эффективность действия кетоцикла- 
зоцина (ЕШ5о, НМ) на стереоспеци- 


Участок ЦНС фическое связывание 
зН-ДГМ | ЗН-мет-энкефалин 
Е НИЕ НЫЕ С." 
Кора мозга 8,9 15,8 
Стриатум 15,8 45,4 
Ствол мозга 10,2 175 
Спинной мозг 28 330 





цепторов. Эффективность этого препарата практически одинакова 
при использовании в качестве лиганда как ДГМ, так и мет-энке- 
фалина. При использовании синаптосом из различных участков 
мозга никаких существенных различий не обнаружено. 

Исходя из этих предварительных экспериментальных данных, 
мы можем заключить, что в локализации п-, х- и о-рецепторов в 
мозгу имеются некоторые различия. Вывод, к которому мы приш- 


ли, состоит в следующем (рис. 2). Морфин и ЗКЕ 10047 наиболее 
активны в вытеснении лиганда, с 
головного мозга и с 
цифичны для и- и 
тивностью в стволе 
оба участка богаты 

ЗКЕ 10047 обла 


-, и и-агонисты облада- 
низким сродством к опиатным рецепторам ы 
стриатуме. Очень заманчиво скоррелировать эти данные со сп 


собностью соединения ЗКЕ вызывать дисфорическую и галлюци- 
наторную реакцию. 


ют относительно 


Таблица 4 
Подавление соединением УКЕ 10047 связывания ЗН-ДГМ и ЗН-мет-энкефалина 
с различными препаратами рецепторов 





Эффективность действия $КЕ!10047 (ЕБ5о, нМ) 








Участок ЦНС на стереоспецифическое связывание 
зн-дгм | ЗН-мет-энкефалин 
Кора мозга , ‘ 135 28,4 
Стриатум 95,2 28,2 
Ствол мозга 12,5 И 
Спинной мозг 56 я 


ое ПЕРРОНЕ 
ОРВИ РЕНО ЗИ : 
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рис. 2. Предполагаемое распреде- 
ление и-, Х- и о-рецепторов в цент- 
ральной нервной системе по дан- 
ным Мартина и др. [4]. ВС — вы- 
сокое сродство, УС — умеренное 
сродство. 
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Агонист ‘х-рецепторов кетоциклазоцин вытесняет мет-энкефа- 
лин и ДГМ из кортикальных синаптосом эффективнее, чем мор- 
фин и ЗКЕ 10047, причем морфин практически лишен активности. 
Было бы интересно сопоставить эти экспериментальные результа- 
ты со способностью кетоциклазоцина оказывать успокаивающее 
действие и улучшать координацию движений. 
















Заключение 


Сравнение результатов, полученных в РОЛИК ева 
центральной нервной системы, подтверждает гипотезу о ми = 
плотность различных типов опиатных рецепторов, исследова ыы 
е помощью агонистических препаратов, различна в разных уча 
ках мозга. Поскольку вытеснение мет-энкефалина из я 
ГО же участка варьирует в зависимости от и тр р 
па агониста, мы можем с достаточным основанием искл ее 
Висимость характера вытеснения мет-энкефалина В о >. 
Участках от содержания специфических пептидаз или о. 
Пептидаз. Полученные результаты подтверждают прав и 
Проведенного Мартином и др: [4] дифференцирования оПИ > 
рецепторов и свидетельствуют о преимущественной локализащ 
различных типов рецепторов в разных участках центральной нерв- 
НОЙ системы. ^ 
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ДЕЙСТВИЕ МОРФИНА И В-ЭНДОРФИНА 
НА СИНТЕЗ РНК 


Н. М. ЛИ, Г. Г. ЛО, Ч.-Х. ЛИ 
(№. М. Ге, Н. гов, С. Н. м) 


Ранее были приведены данные о том, что развитие толерант- 
ности к анальгезирующему действию морфина у крыс и мышей 
может быть заторможено или предотвращено лекарственными пре- 
паратами, которые тем или иным образом подавляют синтез РНК 
в мозгу [2, 3, 4, 15]. Большинство данных о роли синтеза РНК 
и белка в развитии толерантности — зависимости являются непря- 
мыми. При постановке ш \Ё\о экспериментов такого типа возни- 
кают проблемы проникновения, распределения, транспорта, мета- 
болизма и модификации исследуемых компонентов, что весьма 
затрудняет интерпретацию результатов. Если макромолекулы, та- 
кие, как РНК, ответственны за развитие толерантности, важно ус- 
тановить, на какой стадии морфин оказывает прямое или непря- 
мое действие на последовательность событий, приводящих к Во03- 
НИКНоВ ерантности. 

В ед к в других тканях, генетическая информация 
хранится в хроматине каждой клетки. Хроматин ео 
бой солюбилизированный ядерный дезоксирибонуклеопроте ны 
комплекс. Его главными компонентами являются и к 
с гистонами, негистоновые белки, РНК и фоофолитиХ (а Н 
бации хроматина с экзогенными предшественника Е м 
РТР, раст и а и. Скорость 
доступных ДНК-матрицах может Е аа хроматина. 
поза РИКИ, и тью РНК-полимера- 
Синтез РНК может регулироваться активнос ню 
Зы или белками или другими компонентами, ОЕ Е 26: 
ДНК. В общем случае матричная активность изолир 


ковой депротеинизи- 
Й авнению с таковой д 
матина чрезвычайно мала по ср а а 


Ррованной ДНК. Гистоновые белки, как т атричную активность 
а негистоновые белки — стимулируют [4] нтативно модифициро- 

К. Белки хроматина могут бер мания или ацетилирова- 
ваны путем фосфорилирования, о Модификация может 
ния. Существует предположение, что такая ского выраже- 
иметь важное значение для регуляции В 
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ния генов [16]. Другие компоненты хроматина, например липиды 
также участвуют в регуляции выражения генов. Было показано, 
что содержание фосфолипидов в активном эухроматине выше, чем 
в репрессированном гетерохроматине [5, 6]. Эти данные дают ос. 
нование думать, что фосфолипиды могут служить положительны- 
ми регуляторами выражения генов. 

Ранее мы показали, что хроматин, выделенный из олигоденд- 
роглиальных ядер толерантно-зависимых мышей обладает повы- 
шенной матричной активностью по сравнению с хроматином из 
контрольных животных [8]. Этот эффект был наркотикоспецифи- 
ческим, поскольку не выявлялся в случае предварительного воз- 
действия налоксоном. Этот эффект был также клеточно- и органо- 
специфическим, поскольку препараты хроматина из смешанных 
ядер мозга или из ядер печени толерантных животных не облада- 
ли повышенной матричной активностью (Ли и Ло, неопубликован- 
ные данные). 

Как обсуждалось ранее, экспрессия генов может регулировать- 
ся благодаря взаимодействию гистонов, негистоновых белков и 
фосфолипидов с ДНК хроматина. Следовательно, увеличение мат- 
ричной активности хроматина у толерантных животных может 
быть обусловлено изменением метаболизма этих компонентов хро- 
матина. Для определения действия морфина на уровне транскрип- 
ции мы проанализировали эти компоненты в связи с образовани- 
ем РНК. Хроническое введение морфина приводит к увеличению 
фосфорилирования белков хроматина. Фосфорилируются главным 
образом кислые белки хроматина [12]. Активность связанной с 
хроматином метилтрансферазы не изменяется при хроническом 
введении морфина (Ли и Ло, неопубликованные данные); следо- 
вательно, не все связанные с хроматином белки ‘оказываются 3а- 
тронутыми при хроническом воздействии морфином. В нашей ла- 
боратории было также проведено исследование связанной с хр0- 
матином РНК-полимеразы, ответственной за синтез РНК. Мы 
отделили ферментативную активность от хроматина и частично 
очистили фермент на колонке с ДЭАЭ-сефадексом. В элюате, по 
лученном с колонки, обнаружены три пика активности (Стоукс, 
Ли и Ло, неопубликованные данные). Хроническая имплантация 
пилюли морфина приводит к снижению активности только одной 
фракции РНК-полимеразы (табл. 1). Активность фракции Г сни” 
жается до 25% от уровня, наблюдаемого у контрольных живот 
ных, получавших плацебо. Предварительная имплантация живот 
ным пилюли с 10 мг налоксона предотвращает снижение актив 

ности фракции 1, вызываемое хронической имплантацией морф» 
новой пилюли. Добавление морфинсульфата (до 10-—“М) в ем 
му для определения активности РНК-полимеразы ш УЙго не ‹ 
зывает действия на включение ЗН-ОТР. 

Нам не удалось продемонстрировать влияние морфина г 

го ни на матричную активность, ни на фосфорилирование к 


ш 
ислых 
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Таблица 1 
Активность РНК-полимеразы в олигодендроглии мозга мышей 


после хронического воздействия морфином 


ыы ЕН 


Удельная активность (количество ОТР, 
аа включившегося на | мг белка, пмоль) 


Фракция 1 | Фракция И | Фракция 
в 





Плацебо 14,41 1,52 22,852,73 4,53+0,88 
Морфин 3,50-1,11 24,39-4,06 | 4,12=1,11 
р<0,0025 р›>0,05 р>0,05 





белков, ни на активность РНК-полимеразы; следовательно, мор- 
фин не оказывает непосредственного действия на эти реакции. 
Таким образом, действие хронического воздействия морфина ш \1- 
уо, возможно, реализуется через какие-то другие механизмы, свя- 
занные с синтезом РНК. 

Недавнее открытие эндорфинов [7, 9, 13, 18] и выявление пе- 
рекрестной толерантности и зависимости между морфином и В-эн- 
дорфином [19] стимулировало появление многочисленных работ, 
посвященных изучению взаимосвязи между опиатами и Этими 
опиоидными пептидами. В свете приведенных выше данных и 
способности многих гормонов изменять выражение генов, что про- 
является в стимуляции синтеза белка и (или) РНК в клетках-ми- 
шенях, нам представлялось важным оценить действие опиодных 
пептидов в использованной нами системе синтеза РНК. 

Мы установили, что В-эндорфин и родственные пептиды ока- 
зывают прямое стимулирующее действие на включение ОТР, за- 
висящее от ДНК или хроматина мозга. Данные, приведенные в 
табл. 2, показывают, что синтетический В-эндорфин вызывает уве- 


Таблица 2 
Влияние других соединений на включение ОТР в РНК 


ии 


Включение, 
Условия ЗН-ОТР, % 


К 


. Контроль 1 

. +В-эндорфин (5.8:10-5 М) 

. +В-эндорфин (5,8-10-5 М) +рифампицин 0 
(0,4 мкг/мл) р 

. +В-эндорфин (5.8-10-5 М) +актиномицин 0 
(40 мкг/мл) 


Ре: мы ОО Е ее не ИН 


Личение матричной активности ДНК тимуса теленка; реакция так- 
же оказывается чувствительной к рифампицину и еж 
тимуляция матричной активности пептидами требует присут- 


Ствия как матрицы, так и РНК-полимеразы. 
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Таблица 3 


Матричная активность хроматина в присутствии и в отсутствие В-эндорфина 
и родственных пептидов? 





Концент- | Удельная активность Стиму- 
Пептиды рация, (включение ЗН-ОТР, ляция, 
105 М нмоль/мг ДНК) % 


Без добавок 
В-Липотропин 
В-Эндорфин 


> 5 


— 


29 
85 
125 
15 
30 
5 
10 


а 


\) Экспериментальные условия такие же, как и указанные в подписи к 
рис. 2. 


2$ 


А САНА 
И 


В-Меланотропин 


Мет-энкефалин 


оо<фофосоос 
$-о 


нон 
ао 


2 


В табл. 3 показано, что В-липотропин также активен в сти- 
муляции образования РНК с использованием ДНК тимуса телен- 
ка в качестве матрицы. Синтетический В-меланотропин, последо- 
вательность которого соответствует последовательности В-липо- 
тропина на участке 41—58, оказался лишь мало активным. Мет- 
энкефалин, представляющий собой фрагмент В-липотропина © 
61-го по 65-й остатки, неактивен в этой системе вплоть до концент- 
рации 2.104 М. 

Мы изучали профиль плавления ДНК тимуса теленка в при- 
сутствии этих пептидов (рис. 1), чтобы выяснить, изменяют ли 
опиоидные пептиды стабильность ДНК, что может приводить к УВе- 
личению матричной активности. ДНК тимуса теленка характери- 
зуется относительно простой сигмоидной кривой плавления с зна- 
чением Тил 71 °С. В присутствии В-эндорфина, В-липотропина и 
В-меланотропина профиль правления ДНК не изменяется; следо- 
вательно, стимуляция пептидами матричной активности не связа- 
на с дестабилизацией ДНК этими пептидами. 

Однако в настоящее время широко известно, что скорость об- 
разования РНК на ДНК-матрице зависит от многих факторов, и 
В частности от количества имеющихся участков инициации син- 
теза РНК. Для исследования такой возможности мы определили 
включение ЗН-ОТР при низкой ионной силе в присутствии г: 
АТР, ОТР и в присутствии или в отсутствие В-эндорфина. В ах 
условиях может происходить только инициация, а вклад ия 
и терминации должен быть невелик -из-за отсутствия Рю 
нуклеозидтрифосфата, СТР. Результаты (рис. 2) ат. ое 
в присутствии В-эндорфина действительно наблюдается сни 
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Рис. 1. Профили плавления АНК в присутствии или в отсутствие В-эндорфина, 
В-липотропина (ЛПГ) или В-меланотропина (МСГ). 

“Среда содержала 10 мм К-фосфатный буфер, рН 7,8, и ДНК тимуса теленка 
(100 мкг/мл). Соответственно добавляли различные количества пептидов. Погло- 
щение при 260 нм четырех препаратов в закрытых тефлоновыми крышками кю- 
ветах, равно как и температура под держателем кювет, регистрировались авто- 
матически с помощью спектрофотометра «Гилфорд», модель 250, сопряженного 
© термопрограммером «Гилфорд». Все препараты анализировали последователь- 
но. Температура изменялась в диапазоне от 50 до 100°С со скоростью 12/мин. 


количества участков инициации- Вместе с тем полученные нами 
Сравнительно недавно результаты показывают, что мня 
вышает скорость элонгации полинуклеотидной цепи. Е: 
Можно, что это связано с влиянием В-эндорфина на ета Е 

Тот факт, что в опытах с хроматином мозга ре 
Чительно активнее стимулировал синтез РНК, чем при к 
Зии очищенной ДНК в качестве матрицы, побудил нас т. ри 
Другие возможные взаимодействия между В-эндорфино 


Нентам 

и хроматина (рис. 3). Е: 

Вюрстер и др. [20, 21] показали, что мбрфивоволе омеЯ 

харственные препараты вызывают изменения В ро Е ы 

ры М ыы бактериальной системе 
и ой ими 

ет биосинтез кардиоли- 

Е 

На и снижать его распад , ючение вм 

НЫ В в фосфатидилэтаноламин заметно ть ее а: 
' также изменения в метаболизме фосфолипид 
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‚8-эндорфин 
(58х10°М) 


Включение ИТР. ПмоЛё /чес 


02 05 
Собержание ДИЁ, мкг 


Рис. 2. Влияние 
трифосфатов. 
ять единиц РНК-полимеразы из Е. сой К-12 и НК ‘т 
й - ы имуса теленка 
ое и инкубировали в 0,25 мл при 37°С в ть. МИН. ный 
т ое трис-НС], 80 мм (рН 8,3, 23 °С); 100 мм МаС!; 4 мм МС; 
2; 6 ММ дитиотреитол, 20 мкг бентонита, по 0,1 мм СТР, АТР, ОТР 


ЗН- .10- 
а (5-10-56 имп./мин) в присутствии или в отсутствие 5,8.10-5 М В-эндор- 


В-эндорфина на включение ОТР в присутствии трех нуклеозид- 


ао наркотических препаратов [1, 11]. Недавно было 
еек» Е воздействие морфином приводит к из- 
ции вии я некоторых липидов в микросомах и во фрак- 
ликованные данны ах мембран (Нацуки и Ло, неопуб- 
ническом воздейс ВАННЫХ двяниов` морфин при хро. 
идсульфат-ганглиоз увеличивал содержание фракции церебро- 
содержание нейт не и фракцию кислых липидов, но снижал 
мембрана ральных липидов в синаптических плазматических 
6 ранах коры головного мозга крыс. Во фракции микросом наи- 
олее заметные изменения наблюдались в нейтральных липидах 
содержание которых у толерантных животных увеличивалось 60- 
лее чем в два раза. 
Чтобы установить причину увеличения матричной активности 

У толерантных к морфину животных, мы изучили также роль ли” 
пидов в синтезе РНК ш УЙго. Мы обнаружили, что кардиолипин, 
фосфатидилинозит, фосфатидилсерин, фосфатидилхолин и фосфа- 
тидилэтаноламин входят в состав хроматина. Эффекты этих лип. 
дов определяли в системе ДНК-зависимого включения ОТ 
(табл. 4). Важно отметить, что и цереброзидсульфат, и кардиоли- 
пин оказывают стимулирующее действие в присутствии хроматина 
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Рис, 3. Влияние различных концентраций В-эндорфина на хроматинозависимое 
включение ОТР в мозгу. Экспериментальная процедура такая же, как и описан- 
ная в подписи к рис. 2. Количество хроматина соответствует 80 мкг белка. 















мозга и неактивны при использовании В качестве матрицы депро- 
теинизированной ДНК. Трифосфатидилинозит оказывал стимули- 
Рующее действие только при концентрации 5.10-7М и превращал- 
СЯ в ингибитор при более высокой концентрации. Фосфатидилхо- 
лин и фосфатидилэтаноламин оказывали ингибирующее действие 
При всех использованных концентрациях, а фосфатидилсерин не 
был активен ни с хроматином мозга, ни с депротеинизированной 
К. Возможно, следовательно, что липопротеидный комплекс, 
образуемый фосфолипидами и некоторыми негистоновыми белка- 
и, вызывает конформационные изменения белков хроматина и 
таким образом может увеличивать доступность промоторных Уча“ 


“тКов генов для РНК-полимеразы. 
Е т 
м лип ` ‹ 
ы липидов в ах субклеточных фракциях и в результате 
Прямым образом изменять метаболизм макромолекул. Однако 
ЗМОжЖно также. что изменения в содержании липидов могут при- 
Здить к синтезу различных Р ‚ В настоящее время мы иссле- й 











обработка морфином изменяет 
иводить к изменению содержа- | 
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Таблица 4 
Влияние липидов на ДНК-зависимое включение ОТР в РНК 


д —— 


Включение ОТР отиосительно 
контроля, % 





хромотин мозга | 


Без липидов 100 
Цереброзидсульфат 
5.10-7 М 


132 
10-6 М 250 
я М 220 
Кардиолипин 
5.107 М 
5-10-86 М 
5.10-5 М 
Трифосфатидилинозит 
5.10-7 М 


5.106 М 

5.10-5 М 
Фосфатидилхолин 

5.10-7 М 

5-10-68 М 

5.105 М 
Фосфатидилэтаноламин 

5.10-7 М 

5.10-8 М 

5.10-5 М 





дуем эти возможности и надеемся выяснить механизм действия 


этих липидов на матричную активность хроматина ‘и их возмож- 
ное взаимодействие с В-эндорфином. 
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СРАВНИТЕЛЬНЫЕ ИССЛЕДОВАНИЯ МОРФИНА 
И МЕТИОНИН-ЭНКЕФАЛИНА ГМ УТУО И 1М УШТВо, 
ЗАВИСИМЫЙ ОТ ГЕНОТИПА ОТВЕТ 
У ДВУХ РАЗЛИЧНЫХ ЛИНИЙ МЫШЕЙ 


Г. РАКАНЬИ, Ф. БРУНО, Е. ЮЛИАНО, Д. ЛОНЖИАВЕ, 
В. МАНДЕЛЛИ, Ф. БЕРТИ 


(С. Васасш, Е. Вгипо, Е. Шш|Напо, О. Гопёауе, 
У. МапаеШ, Е. Веги) 


Введение 


Существование эндогенных лигандов, обладающих сродством 
к опиатным рецепторам, установлено твердо [7, 13, 18, 19]. Эти 
соединения представляют собой полипептидные фрагменты В-липо- 
тропина. К ним, в частности, относится пентапептид: мет-энкефа- 
лин, содержащий с 61-го по 65-й остатки аминокислот В-липотро- 
пина. Поскольку мет-энкефалин в тканях неустойчив [14], его 
‘опиоидное действие изучалось главным образом на изолированных 
‘органах [7]. Кроме того, изучение ш У! о ограничено необходи- 
мостью использовать высокие дозы исследуемого вещества и внут- 
римозговой (внутрижелудочковый) путь введения [16]. Целью 
настоящего сообщения является сравнение действия мет-энкефали- 
на и морфина на анальгезию и на двигательную активность в двух 
„линиях мышей. 

Как показали недавние исследования, чувствительность К 
‘анальгезирующему действию морфина и к его способности стиму- 
лировать двигательную активность детерминированы генетически 
[2]. Так, мыши С57В1./6/ (С57) обладают высокой чувствитель- 
ностью к вызванному морфином усилению двигательной активно“ 
сти, но слабо чувствительны к анальгезирующему действию мор” 
фина [2, 12]. И наоборот, мыши РВА/21 (ОВА) чрезвычайно чув` 
ствительны к анальгезирующему действию морфина, а их двигГа- 
тельная активность относительно слабо чувствительна к морфину 
[12]. В связи с этим представляло интерес провести анализ Ш У! 
Уд и т УЙго фармакологических и биохимических различий между 
мышами этих линий и установить, оказывает ли мет-энкефалин Та- 
кое же зависимое от линии действие, как и морфин. 


Фармакологическое изучение 
эффектов морфина и мет-энкефалина 
у двух линий мышей 


Были использованы мыши С57 и ОВА г 
ратория, Бар-Харбор, Мэйн) и мыши Свисс. Степень ана: 


лабо- 
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определяли методом горячей пластинки |5]. В качестве критерия 
было выбрано облизывание передней или задней обожженной ко- 
нечности. Двигательную активность мышей определяли с помощью 
измерителя активности Апйтех [5]. Внутрижелудочковую инъек- 
цию проводили через канюлю, имплантированную в правый желу- 
дочек. 

На рис. | показано, что мыши С57, ОВА и Свисс различаются 
по интенсивности вызванного морфином двигательного ответа. 
В течение первого часа после инъекции морфина увеличение дви- 
гательной активности у мышей ©С57 в семь раз больше, чем у мы- 


Таблица 1 


Индуцированная морфином анальгезия у мышей различных линий 











'Анальгезия 
Доза 
Линия г) 
мо | му | поью | бер: 
Свисс 5 25 8,2 (6,4— 10,4) 
10 55 
20 95 
(57В1./6 5 17 
7,5 33 8,5 (6,0—11,9) 
10 70 
ВА? 2,5 17 
5 50 5,0 (3,1—5,9) 
10 75 

















') ЕБь выражается как. доза (мг/кг) морфина, вводимого за 30 мин внутрибрюшинно. 
шей ИВА и Свисс. С другой стороны, мет-энкефалин не вызывал 
Увеличения двигательной активности ни У одной из мышей иссле- 
дуемых линий (рис. 2). Изучение индуцированной морфином 
анальгезии показало, что анальгезирующий эффект у мышей С57 
Менее выражен, чем у мышей РВА и Свисс. Действительно, зна- 
чение ЕР» для морфина у мышей ОВА значительно ниже, чем у 
мышей линии С57 (табл. 1). Различия В чувствительности к мор- 
фину У мышей разных линий обусловлены не различиями во вса- 


Таблица 2 


Е Я) 
Индуцированная мет-энкефалином анальгезия у мышей различных линий 





























Пик, Продолжительность, 
лам | „бб, | еТЫН | мн ее 
с 15 
1,0—123,0 3—6 5 
бы р МЕ. 5 1—157,6 6 15 
Е 35,3 263—471 ,4 3—6 30 
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) Мет- дочек мозга. 
энкефалин растворяли в 10 мкл и ВВОДИЛИ в желудо\ 
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й 
Антивноств (в среднем количестве пересечени ) 


—— (вис 
—-- 084/27 
—— (57ВИЛ 


— 
к 


4 Вреня, Я 
Морфин (10 мг/кг; в/0р) 


Рис. 1. Влияние морфина (10 мг/кг, внутрибрюшично) на двигательную актив- 
ность. мышей различных линий. Каждая группа состояла из 20 мышей, 


Свисс 
——- 284А/2/ 
—— С5785/ 


.''”"*** Физиологичесний 
раствор 





Активность 


60 Время № 
Мет-энкефихтин (200 мкг/ 10 мкл; в желудочек) 
ео 2 й \ < 
а оикефалина (200 нг) на двигательную активность =. 
Зл ь : уппа состояла из й Е 
ложена активность в среднем количестве ть о 






























Морфин, и метионин-энкефалин, 289 


сывании или метаболизме, поскольку такое же анальгезирующее 
действие и влияние на двигательную активность наблюдались при 
внутрижелудочковой инъекции морфина (данные не приведены). 
Аналогичные различия в анальгезирующей активности обна- | 
ружены после инъекций мет-энкефалина, который более эффекти- ] 
вен в индукции анальгезии у мышей ПВА, чем у мышей линии | 
С57 (табл. 2). 


Влияние морфина и мет-энкефалина | 
на изолированный уа$ ае!егеп$ 
мышей С57 и РВА | 


Изолированный уаз 4еегепз мышей представляет собой стан- 
дартную модель для оценки наркотических препаратов, посколь- 
ку их агонистическая и антагонистическая эффективность в этом 
препарате тесно коррелирует с эффективностью их действия в 
центральной нервной системе [6]. Результаты, приведенные в 
табл. 3, показывают, что подавление морфином сокращений уаз 
Чеегепз, вызванных электрическим раздражением, у мышей РВА 
проявляется сильнее, чем у мышей С57. 

Таблица 3 


Влияние морфина на вызванное электрическим раздражением 
сокращение продольной мышцы уаз Ае{егепз у двух различных линий мышей 





Подавление сокращения, % 


Концентрация морфина, нг/мл ВА | 57/6 












25,3 4,4 1,8-0,8 
10 39'9+2,5 20,242,2 
200 55.841,7 32'143'0 
500 72'941,6 48'643'1 





. —123,9 
121; (нг/мл) 48,4(47,7—49,1)  122,8(121,6 ) 
о р еж 


5%) получена путем интерполяции из 
ответ, построенной методом наи 
ентальных дан- 


1) 125 (доверительный интервал 95%) 1 
логарифмической кривой зависимости доза НЫ 
меньших квадратов на основании всех по. Уна 
ных. Среднее значение 6 измерений+средняя 

















нальге- 
Эти результаты, по-видимому, хорошо Е Нади. 1). 
’ ЗИрующей эффективностью морфина у различны в 
о Ингибирующее действие мет-энкефалина на аа ай 
тепз у мышей С57 различных линий проявляется с ь 


Мышей РВА (табл. 4). Кроме того, и рези и | 
8 10 раз более активным, чем морфин, в подавлен 


Уаз ЧеГегепз у мышей обеих линий. 
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Таблица 4 


Ингибирующее действие мет-энкефалина 
на вызванное электрическим раздражением сокращение 
продольной мышцы уа$ 4е!егеп$ мыши 


УЕ лия 


ЕРзо'), нг/мл Отношение 


Э ктив- 
Линия мышей (доверительный интервал 95%) в. 





(5781/61 6,81(6,72—6,90) ВОЙ 
ОВА/2] 13,42(13,19—13,65) 


1) Значения ЕР» (доза, необходимая для подавления 30% сокращений в 
течение | мин) получены интерполяцией логарифмической кривой зависимости 


доза — ответ, построенной методом наименьших квадратов с учетом всех экс- 
периментальных данных. 


Налтрексон способен обращать эффекты как морфина, так 
и мет-энкефалина (табл. 5). Интересно отметить, что действие 
мет-энкефалина в препаратах уаз Чеегепз обеих линий мышей 
подавляется одинаковыми концентрациями налтрексона. В самом 
деле (табл. 5) значение Кь выражающее концентрацию налтрексо- 
на, вызывающую 504ф-ное подавление действия мет-энкефалина, 
у обеих линий мышей оказывается одного и того же порядка. Кро- 


ме того, дозы налтрексона, необходимые для подавления эффекта 
морфина, оказываются в 10 раз более низкими, чем дозы, необхо- 
димые для подавления эффекта мет-энкефалина. 


Таблица 5 
Ингибирующее действие мет-энкефалина (мет-энк) 
на вызванное электрическим раздражением сокращение продольных мышц 
уаз ЧеГегепз у двух различных линий мышей 
в присутствии налтрексона (НАЛ) 


Соединение (нг. ЕБзо, 
(игушл) РИ | инерреыИ,| ОДА 


Мет-энк 6,81| 6,72— 
С578В1./67 Мет-энк-+НАЛ (6)“ | 15,42 но 


Мет-энк+НАЛ (12) 9 | 36,71] 35'33—38'23 


Мет-энк 13,42 
ОВА/2] Мет-энк+НАЛ (6)® | 26 
Мет-энк-+НАЛ (12)9 |102 


13,19—13,65 
,27| 26,02—96'52 
‚14| 93,52—112,85 


и) ОД — отношение доз, представляющее собой отношение значений ЕО. 

) К, — концентрация НАЛ, необходимая для подавления активности мет-энкефалина 
на 50%. Значение К; выражает дозу антагониста, соответствующую ординате 0 для сле- 
дующей функции (ОД—1) =а-+-б (логарифм дозы антагониста) по Фурхаготту [4]. 


3) Отношение эффективности представляе: 
т собой отно! ОД. Доза указана 
для налтрексона. Е а 
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Влияние мет-энкефалина и морфина 
на активность чувствительной к дофамину 
аденилатциклазы в стриатуме 


Результаты проведенных недавно исследований показывают 
что поведенческие различия между инбредными линиями могут 
быть обусловлены различными биохимическими механизмами. Био- 
химические исследования показывают, что дофаминэргические 
нейроны участвуют в формировании особенностей поведения, выз- 
ванных введением морфина {[1, 3, 17]. Различные авторы отмечали, 
что аденилатциклаза — фермент, катализирующий образование 
циклического АМР, в некоторых тканях играет роль структурного 
компонента в надмолекулярной организации катехоламинового 
рецептора [8, 9]. В связи с этим мы исследовали участие дофамин- 
эргических рецепторов в действии морфина и мет-энкефалина у 
мышей С57 и ЭВА. 

В табл. 6 показано, что мет-энкефалин не влияет на базаль- 
ную активность чувствительной к дофамину аденилатциклазы в го- 
могенатах стриатума мышей обеих линий. Действие мет-энкефали- 
на аналогично действию морфина (табл. 6). Более того, мет-энке- 
фалин, как и морфин, не изменяют стимулирующего действия до- 
фамина на этот фермент (табл. 6). 

Таблица 6 
Влияние мет-энкефалина и морфина 


на чувствительную к дофамину аденилатциклазу 
у мышей двух линий” 





Количество сАМР, 
пмоль/мг белка/мин 





©5786 | ОВА/2] 





Контроль 232-12 2138 
Дофамин (5-10-5 М) ты ты 
Е и 5989 23111 
т-энкефалин (5.10-5 м ео Е И 
Дофамин Но 6 (5.10-5 М) 422499) 399-11 
м (5-10-5 М) -Е мет-энкефалин  (5° 4104129) 4254129) 











з ней мере 4 измерений+сред- 
НЯ. ) Все значения выражены как среднее значение по край р 
Я ошибка. 


2) р< 0,01. 


Заключение 


Подводя итоги, можно сказать, что при сравнительном ыы 
я фармакологического и биохимического действия морф 
Мет-энкефалина ш \М\мо и ш Уго установлено следующее. 
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1. Использование инбредных линий представляется мНногообе. 
щающим направлением в области нейрофармакологии. Генетиче. 
ские механизмы, по-видимому, играют важную роль в определении 
интенсивности локомоторного и анальгезивного ответов на морфин, 
В самом деле, увеличение двигательной активности максимально 
у мышей С57 (рис. 1), а увеличение анальгезивного ответа макси- 
мально у мышей ОВА (табл. 2). 

2. Мет-энкефалин сходен с морфином в плане специфичности 
анальтезирующего ответа у мышей различных линий (табл. | и я 
С другой стороны мет-энкефалин не вызывает увеличения двига- 
тельной активности (рис. 2). Эти результаты показывают, что вы- 
званные морфином изменения двигательной активности у мышей 
контролируются механизмами, отличными от таковых, контроли- 
рующих анальгезивный ответ. 

3. Дофамин, возможно, участвует в биохимических механиз- 
мах, приводящих к развитию гиперактивности. В самом деле, мы 
недавно показали, что выделение дофамина в стриатуме [15] и ак- 
тивация в стриатуме дофаминовых рецепторов [20] индуцируется 

морфином только у мышей линии (57, проявляющих наиболее вы- 
сокую двигательную активность. Кроме того, приведенные в 
табл. 6 данные о действии мет-энкефалина и морфина на чувстви- 
тельную к дофамину активность аденилатциклазы позволяют ду- 


, рецепторы в стриатуме нельзя 
отождествлять с опиатными рецепторами, хотя, как предполагают 
Каренци и др. (данное издание), опиатные рецепторы могут быть 
расположены на дофаминэргических аксонах. 

4. Результаты опытов по подавлению морфином вызванного 
электрическим раздражением сокращения уаз 4е{егепз у мышей 
С57 и ЭВА (табл. 3) хорошо коррелируют со степенью анальгези- 
рующего действия морфина. Однако, как следует из полученных 
результатов, между эффектами мет-энкефалина ш уЙго и Ч \1%0 
в опытах на мышах этих линий корреляции не наблюдается 
(табл. 4). В настоящее время мы выясняем, не является ли более 
слабый эффект мет-энкефалина у мышей ОВА по сравнению с 
мышами С57 результатом более быстрой деградации  пептида. 
Возможно, однако, что мыши этих двух линий характеризуются 
тетерогенным распределением опиатных рецепторов. Некоторые 
исследователи показали недавно [10, 11] что гомогенаты мозга, 
подвздошная кишка морской свинки и уаз аеегепз мыши харак- 
теризуются наличием опиатных рецепторов. Поскольку мет-энке- 
фалин в 10 раз более активен, чем морфин, в подавлении ИЯ 
ных сокращений уаз Ч4@егепз, вызванных электростимуляциеи 
(табл. 4), и поскольку мет-энкефалин менее чувствителен, чем ая 
фин, к ингибирующему действию налтрексона (табл. 5) [10], м 
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но предположить существование множ 
рецепторов. На основании этих наб 


мых линий. Такая возможность в настоящее время исследуется. 
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ественных форм опиатных 


людений мы допускаем сущест- 
вование различных рецепторов в уаз Чеегепз мышей двух изучае- 











ЭНДОРФИНЫ МОЗГА 
И ОЩУЩЕНИЕ ХОРОШЕГО САМОЧУВСТВИЯ: 
ПСИХОБИОЛОГИЧЕСКАЯ ГИПОТЕЗА 


Л. СТАЙН, Дж. БЕЛЛУЦИ 
(Г. Зеш, 7. О. ВеПи224) 


«В своих поступках вы руководствуетесь стремлением добиться наиболее бла- 
гоприятных для себя последствий. Но почему вы делаете это? Чего вы хотите 
добиться? 

Во всем, что вы делаете со всеми вашими знаниями и проницательностью, 
вы выбираете путь, который, по вашему мнению, обеспечит вам наилучшее са- 
мочувствие и сведет к минимуму душевные волнения. Цель, которую вы при 
этом преследуете, — это то, что обычно называется счастьем: ощущение х0- 
рошего самочувствия. 

Счастье — это отнюдь не новая автомашина, слава, удачная женитьба, 
здоровье или теплое одеяло. Это все — лишь вещи... Счастье — это эмоция, 
непроизвольная реакция на то, что случилось с вами. 

Чтобы ваше душевное состояние превратилось из несчастливого в счаст- 
ливое, вам необходимо изменить обстоятельства. И именно это и есть причина 
ваших действий — найти обстоятельства, которые сделают вас счастливее». 


Гарри Браун (1973) 


х 


Предположение о том, что эндорфины мозга могут ИТР т 
важную роль в психических расстройствах [6, 24], порождает и". 
тересный вопрос относительно их нормальной физиологическот 
роли. Концепция, согласно которой опиоидные пептиды [1, 15, с 
служат природными анальгезирующими веществами, регулирую 
щими ответ на боль, по-видимому, верна [2], хотя слишком узка, 
чтобы объяснять проявление эмоциональных расстройств а 
зов. В этом сообщении мы предлагаем расширить приписываему, 
эндорфинам функцию [3, 8, 12] — распространив ее на ор 
эмоциональных состояний и инстинктивных побуждений. Я 
точнее, мы предполагаем, что эндорфины могут служить 
рами или модуляторами в нейронных системах,  опосрелу 
удовлетворение или подкрепление. Мы уже высказывали п 
жение, что нарушение подкрепления может служить а ении 


И в эмоциональных |асстройствах и ШиЗ 
‚ 23]. 
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Однако, прежде чем рассмотреть факты, подтверждающие 
типотезу об участии эндорфинов в функциях подкрепления, удобно 
будет выделить два типа подкрепления на поведенческом уровне. 
Общие наблюдения подтверждают взгляд на подкрепление как 
на события, усиливающие побуждения (побудительные), а также 
противоположную точку зрения, согласно которой подкрепление 
идентично событиям, ослабляющим побуждения (удовлетворяю- 
щие) (табл. 1). Хотя события обоих типов могут обеспечивать по 








Таблица 1 
фармакологические данные о существовании двух типов подкрепления 
Тип Употребляемый Поведенческий Нейрохимический 
на 
подкрепления те а эффект субстрат 
Побуждающий Кокаин А Увеличение влечения и| Катехоламины 
Амфетамин возбуждения 
Удовлетворяющий | Морфин Снижение влечения и Опиоидные пепти- 
возбуждения ды? 





ложительное подкрепление поведения, побудительные события 
увеличивают уровень активности и возбуждения, а удовлетворяю- 
щие события вызывают облегчение и покой. Физиологи сформули- 
ровали соответственно теорию «индукции побуждений» при под- 
креплении, с одной стороны, и теорию «ослабления побуждений» 
при подкреплении, с другой стороны. В критическом обзоре Бер- 
лин [5] делает вывод, что «сохранение этих, видимо, противопо- 
ложных теоретических позиций в течение столетия убедительно 
показывает, что обе теории имеют свое рациональное зерно и что 
окончательный ответ будет найден лишь на основе синтеза этих 
теорий». 

Фармакологические данные также подтверждают, что подкреп- 
ление может быть связано как с увеличением, так и со снижением 
Уровней побуждения и возбуждения. Так, и человек, и животные 
с одинаковой жадностью вводят себе как агенты, усиливающие 
возбуждение (например, кокаин), так и агенты, снижающие возбу- 
ждение (например, морфин). В этой статье мы приведем данные, 
видетельствующие о том, что поведение крыс может подкреплять- 
ся инъекциями энкефалина непосредственно В желудочки их соб- 
ственного мозга. Мы представим также три другие линии данных, 
подтверждающих гипотезу о том, что опиоидные пептиды могут 
Опосредовать подкрепление со снижением побуждений. Прежде 
Всего мы покажем, что сопряженная © ответом электрическая акти- 
вация богатых энкефалинами участков мозга служит подкрепле- 
НИем в экспериментах по самостимуляции. Во-вторых, мы пока- 
ты что независимые от ответа инъекции и и. 

работанное поведение, поддерживаемое естест р 
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лением, что согласуется с постулированной ролью энкефалинов как 
соединений, ослабляющих побуждения. И наконец, мы покажем 
что инъекция энкефалина обладает свойствами естественного под. 
крепления в содействии обучению [4]. 


Самовведение энкефалина 


Крысы с постоянно имплантированными внутрижелудочковы- 
ми канюлями имели постоянный доступ в течение одного 66-часо- 
вого теста к раствору одного из препаратов, показанных на рис. 1. 
Каждое нажатие рычага обеспечивало поступление | мкл жидкос- 
ти в мозг в течение 0,9 с. Каждая крыса испытывалась один раз 
и имела доступ только к одному из растворов. Обучение нажатию 
на рычаг не проводилось; крыс просто помещали в скайнеровский 
бокс с запасом пищи и воды, достаточным для 66-часового перио- 
да. Скорости самовведения энкефалинов и морфина (но не струк- 
турно родственного тетрапептида Туг-СЛу-СЛу-РНе) были выше, 
чем скорость самовведения раствора Рингера (рис. 1). Порядок 
предпочтения для пептидов при их испытании в дозах 1 или 10 мкг 


А> 10 мкг/инзекция Б 1Гмке/инзекция 
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Рис. 1. Внутрижелудочковое самовведение НЕЕ пептидов и морфина. КР," 
вые показывают среднее число аутоинъекций, накапливающихся в последов 
ные 6-часовые интервалы в течение всего испытания, продолжающегос 
Количество крыс в группах указано непосредственно под кривыми. 
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на инъекцию был следующим: лей-энкефалин> мет-энкефалин> 
>Туг-С1у-СПу-Рве. Массивные дозы лей-энкефалина особенно 
охотно вводили себе лучше респондеры — несмотря на возмож- 
ность повреждения ткани или других неблагоприятных воздейст: 
вий, которые могли быть вызваны прохождением большого коли: 
чества жидкости через желудочки мозга. 
Контрольные эксперименты показали, что объяснение высокой 
скорости ответов в «энкефалиновой» группе неспецифической по- 
веденческой стимуляцией может быть исключено (см. разд. «По- 
давление энкефалинами поведения, подкрепляемого пищей») ; в свя- 
зи с этим было принято, что поведение крыс отражает морфино- 
подобное вознаграждение или наркоманическое действие пептидов. 
Наблюдаемое предпочтение лей-энкефалина мет-энкефалину также 
согласуется с интерпретацией вознаграждения. Связывание опиат- 
ными рецепторами лейциновых пептидов сильнее снижается иона- 
ми натрия и сильнее стимулируется ионами марганца, чем связы- 
вание метиониновых пептидов [9, 18]. Сходная чувствительность 
к ионам натрия и марганца отличает обладающие высоконарко- 
тической активностью опиатные агонисты от других классов ле- 
карственных опиатов [18]; следовательно, эти наблюдения могут 
служить независимым указанием на то, что лей-энкефалин явля- 
ется более чистым опиатным агонистом с более высоким наркоти- 
ческим и эйфориогенным потенциалом, чем мет-энкефалин. 
Было также обнаружено, что дозы обоих пентапептидов в 
1 мкг обеспечивают более быстрое обучение самовведению, чем 
дозы в 10 мкг, но дозы в 10 мкг индуцируют более высокий уро- 


Таблица 2 
















Доказательство возникновения толерантности 
при самовведении лейцин-энкефалина 





Скорость самовведения среднее +СО 





Доза, 
мкг 


Число 


Вводимое вещество крыс 











первые 24 ч | последние 24 ч 














711,3 
Раств 25 Е 64,0-= 10,7 54,71, 
р Е 6 т |141/7429.80 |  99,7436,8, 
18 10 116,6=43,2 186,9-56,42 
') Достоверно отличается от раствора Рингера, р< 9,005. 


*) р< 0,025. 

тветствии с этим доза лей-энкефа- 
высокую скорость самообучения, 
сле начала эксперимента, но доза 
ую скорость самовведения после 


продолжительного воздействия пептида (табл. 2). Эти результа- 
ТЫ можно объяснить, исходя из возникновения толерантности к 
подкрепляющему действию лей-энкефалиня, как это имеет место 
В случае морфина. До того как разовьется ‘толерантность, доза 


вень производительности. В с00 
Лина | мкг обеспечивает более 
Чем доза 10 мкг в первые 24 ч по 
0 мкг обеспечивает более высок 
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пептида | мкг на инъекцию обеспечивает удовлетворительное под. 
крепление, а при дозе 10 мкг происходит передозировка; поеде 
развития толерантности доза 10 мкг оказывается ближе к опти. 
мальной, а доза | мкг оказывается недостаточной. 


Самостимуляция богатых энкефалинами 
участков мозга 


Жадность, с которой животные вводят себе лей-энкефалин, 
подтверждает идею о том, что вещества, близкие или идентичные 
энкефалинам, могут служить природными эйфорогенами, или ме- 
диаторами подкрепления. Если это предположение верно, то под- 
жрепление или наркомания могут быть вызваны не только введе- 
нием экзогенных энкефалинов, но также и высвобождением 
эндогенных пептидов после электрической активации ‘богатых энке- 
'фалинами нейронов мозга. Поведенческие [22] и иммуногистохи- 
мические [11] наблюдения согласуются с таким  предсказанием. 
Участки мозга, обеспечивающие высокую скорость самостимуля- 
ции, и участки, содержащие густую сеть энкефалиноподобной им- 
мунореактивности, часто перекрываются точно в одних и тех же 
областях мозга (табл. 3). В соответствии с нашей гипотезой само- 

Таблица 3 
Содержание катехоламинов в богатых энкефалином 
участках самостимуляции [25] 


Концентрация белка, пг/мГ 


Участок Е 
норадреналин | дофами 


Е И С а.. | НОрапреналин! 4 


Центральное серое вещество среднего мозга 


Вентральная часть 24,5 3,9 
Зибз{апа прога Пиз 5,4 
Ложевое ядро концевой полоски 27,2 19,1 
Аккумбентное ядро 9,3 87,2 
т 
стимуляция этих участков должна зависеть, по крайней мере час 


тично, от электрически индуцированного высвобождения энкефа 
линов и последующей активации опиатных «подкрепляю Е 
цепторов. Однако участки мозга, богатые энкефалинами, содер как 
также и высокие концентрации катехоламинов [25], которые ии 
ранее было показано, участвуют в механизмах самостимуля и, 
{22]. Следовательно, вполне возможно, что именно Я та, 
а не энкефалины ответственны за подкрепление стимуляции ее 

Если самостимуляция зависит от активации опиатных Ре. 
торов электрически высвобождаемыми энкефалинами, то антаго- 
ние должно быть подавлено или погашено после введения 
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ниста опиатных рецепторов, такого, как налоксон. С другой сторо- 
ны, если подкрепление поведения зависит только от высвобожде- 


ния катехоламинов, то налоксон должен быть неэффективен и 


только блокаторы катехоламинэргических рецепторов и ингибито- 
ры синтеза катехоламинов должны подавлять 


самостимуляцию. 
Для начального фармакологического тестирования был выбран 
центральный серый участок, поскольку электрич 


еская стимуляция 
этого участка индуцирует выраженную анальгезию и высокую 
скорость самостимуляции [16]. Различные дозы налоксона вводили 


с недельным интервалом непосредственно перед испытанием, и в 
последующих испытаниях ингибитор синтеза норадреналина, ди- 
этилдитиокарбамат, вводили за | ч до начала опыта. Введение 
обоих агентов приводило к зависящему от дозы снижению скоро- 
сти самостимуляции (рис. 2). Эти результаты показывают, что са- 
мостимуляция центрального серого вещества зависит от активации 
как энкефалинэргических, так и норадренэргических нейронов. 
Изучение внутривенного самовведения морфина также подтверж- 
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Рис. 2. Зависимое от дозы подавление самостимуляции центрального серого ве- 

щества после подкожного введения опиатного антагониста налоксона или инги- 

битора дофамин-В-гидроксилазы, диэтилдитиокарбамата. Каждая точка представ- 

ляет собой среднее 3—8 измерений. Черточками показаны средние ошибки. 
— налоксон, Б — диэтилдитиокарбамат. 
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дает участие норадренэргических механизмов в опиатном подкреп- 


лении [10, 17]. 

Возможно, однако, что подавление налоксоном самостимуля. 
ции центрального серого вещества обусловлено неспецифических 
действием лекарственного препарата, а не его действием на про- 
цессы подкрепления. Прямые наблюдения не выявили каких-либо 
седативных или ослабляющих эффектов даже при более высоких 
дозах налоксона, но легко представить себе, что поведение может 
быть неспецифически подавлено какими-либо другими, неизвест- 
ными нам способами. 

Чтобы проверить такую возможность, крыс обучали по двух- 
компонентной программе стимулирования мозга в двухрычаговом 
скайнеровском боксе. Программа включала в себя компоненты 
самостимуляции и избегания, чередующиеся каждые 5 мин [13]. 
В первом компоненте крысы нажимали один рычаг по обычной 
схеме самостимуляции; рычаг избегания был отключен. При вто- 
ром компоненте те же мозговые стимулы поступали автоматически 
с частотой | имп./сек; при нескольких электродных участках такая 
усиленная стимуляция вызывает некоторые неудобства, и крысы 
делали попытки ее избежать. В течение этого периода рычаг само- 
стимуляции был отключен, но активация рычага избегания приво- 
дила к остановке усиленной стимуляции на 5 с. Практически 
скорость избегания была относительно мала — вследствие преиму- 
щественно положительной природы электродных участков, вызы" 
вающих самостимуляцию. Какое: действие должен оказать налок- 
сон на осуществление этой схемы? Если лекарственый препарат 
вызывает неспецифическое ослабление, то нажимание крысами ры" 
чагов и при самостимулирующем, и при избегающем стимуляции 
компонентах должно подавляться. С другой стороны, если налок- 
сон избирательно противодействует подкрепляющему аспекту стИ- 
муляции, то самостимулирующее поведение крыс по-прежнему 
должно быть- подавлено, но избегательный ответ должен Усили- 
ваться. Это связано с тем, что налоксон полностью или частично 
блокирует опиатные рецепторы «подкрепления», а это увеличивает 
относительное отвергание мозговой стимуляции, побуждая крыс К 
более частому избеганию. 

Как и предсказывает гипотеза подкрепления, налоксон в са- 
мом деле оказывает противоположное действие на два типа ПОве 
дения. Через 30 мин после введения высокой дозы налоксона са" 
мостимуляция заметно подавляется, а избегание отчетливо усили” 

’ вается (рис. 3). Аналогичные результаты получены в трех дополни- 
тельных случаях (табл. 4). Эти результаты согласуются с ный 
ставлением о специфическом подавлении налоксоном И 
ния стимуляции мозга и не подтверждают представления 0 то ь 
что действие налоксона обусловлено исключительно успокоением ь 
ослаблением. Интересно, что для подавления самостимуляи 
‘двухкомпонентном тесте требуются более высокие дозы ло ; 
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Рис. 3. Двухкомпонентная программа самостимуляции мозга, Верхние графики 


на рис. А и Б показывают кумулятивные ответы при чередующихся 5-минутных 
периодах самостимуляции (Сс) и избегания стимуляции (ИС). Мелкие черточки 
на нижних графиках в А и Б также указывают на реакцию избегания. Подав- 
ление самостимуляции налоксоном не обусловлено неспецифической слабостью, 
поскольку реакция избегания усиливается. А-— контроль, Б — налоксон 


(20 мг/кг). 


чем в случае условной самостимуляции (рис. 2). Можно думать, 
льтате усиленной стимуляции 


что эндорфины, выделяющиеся в резу 
в двухкомпонентном тесте, могут противодействовать подавляю- 
щему действию налоксона. 

Изучали также влияние налоксона на самостимуляцию в ряде 
других подкрепляющих участков мозга. Особый интерес представ- 
ляет участок перегородки, поскольку Хакфельт и сотр. [14] обна- 
ружили четко очерченную группу энкефалин-иммунореактивных 
_Тел нейронов в этом участке. Как и в случае самостимуляции цент- 
рального серого вещества, налоксон и диэтилтиокарбамат. вызы- 
вают пропорционально дозе снижение самостимуляции перегород- 
ки (рис. 4). Однако самостимуляция перегородки оказывается бо- 



























































































































Л. Стайн, Дж. Беллуци 





Таблица 4 


Снижение налоксоном самостимуляции и увеличение избегания 
при стимуляции центрального серого вещества 




















Скорость ответа, % от контроля 
ПОВ Доза налоксона, 

а самостимуляция избегание 

1362 10 98,7 111,4 

: 1424 10 91,0 113,6 
1366 10 55,8 158,3 

1423 10 32,6 17,8 

1424 20 91,6 205,9 

1362 20 Я 356,4 

1423 20 0,2 258,6 

1424 40 0,1 12,4 

М 1423 40 0,1 223,5 








лее чувствительной к налоксону и менее чувствительной к диэтил- 
тиокарбамату, чем самостимуляция центрального серого вещества. 
Чувствительность к налоксону в трех других участках проиллю- 
стрирована в табл. 5. Среди всех испытанных к настоящему вре- 
мени участков самостимуляции наиболее чувствительным к налок- 
сону оказывается зибз{апНа п!ога. 
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Рис. 2. Зависимое от дозы подавление самостимуляции центральног 
кожного введения налоксона (А) или диэтилдитиокарбамата (Б). К 
представляет собой среднее значение 3—5 наблюдений. Черточками 

| средние ошибки. 
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Таблица 5 
Индуцированное налоксоном подавление самостимуляции 
различных участков мозга 





Доза для 50%-ного 
подавления, 1) 
мг/кг (среднее -=СО) 


Число 


Участок расположения электродов 
крыс 











Медиальный пучок переднего мозга 16 5,83 1,66 
1осиз соегШецз 10 3,33=2,08 
сирзапйа пота 10 0,480, 132) 








') Налоксон вводили подкожно (диапазон доз 0,04—20 мг/кг) перед ежедневным 1-часо- 
вым сеансом самостимуляции. Скорость самостимуляции в присутствии налоксона выража- 
ли в процентах от среднего значения скоростей двух предшествующих сеансов контрольной 
самостимуляции. 

>) р=0,02 по сравнению с группой крыс со стимуляцией медиального пучка переднего 
мозга. 


Убедительным доказательством того, что самостимуляция мо- 
жет зависеть от высвобождения энкефалинов, могла бы служить 
идентификация новых участков самостимуляции на основе карти- 
рования энкефалинов. Поскольку мозг тщательно картирован в от- 
ношении самостимуляции, выявление новых участков подкрепле- 
ния представляет собой нелегкую задачу. Большинство участков 


одов в писеи$ рагайешаНз или вблизи 


Рис. элект 
5. Положение кончиков пяти о корость самостимуляции для каждого 


него. Цифры указывают максимальную с 
положения. 
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Рис. 6. Зависимое от дозы подавление самостимуляции пис|еиз и 
сле подкожного введения налоксона. Каждая точка представляет собой ср 


ь ки, 
значение 4—5 измерений. Вертикальные черточки показывает средние ошиб 
По оси ординат отложена самостимуляция ($ от контроля). 


таламуса не поддерживает самостим 
ки бедны энкефалинами. Однако од 
1еиз рагайета!з, по данным Эльда В 
энкефалиновой иммунореактивностью. Как и было а 
пять точек вблизи от писеиз рагайеша!з или в нем самом р 
чивают достаточно высокую скорость самостимуляции (рис. 5). 


вии 
Более того, это поведение подавлялось налоксоном в соответст 
с зависимостью доза — эффект (рис. 6). 


уляцию, при этом такие а 
ин из участков таламуса, ой 
и др. [11], обладает высо 


Подавление энкефалином поведения, 
- подкрепляемого пищей 


лы, 
Если система энкефалинов регулирует ао 
как было предположено ранее, то введение пептидов а и под- 
бы подавлять поведение, мотивированное влечением к в. обуча- 
крепленное естественным вознаграждением. Г оодных. м 
ли нажимать на рычаг за пищевое Е о нутрижелу- 
_ риодического подкрепления. Как и было а, до 200 мкг) 
дочковое введение мет- или лей-энкефалина (от ия (табл. 6). 
вызывает заметное снижение отработанного поведен 
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Ингибирующее действие энк 
ефалина на п 
оведен 
поддерживаемых на пищевом и СЧ 


Таблица 6 
ых, 











Вводимое вещество Доза, Число Скорость нажатия 
мкг крыс на рычаг относительно 
контрольных крыс, % 


Раствор Рингера 





2 4 
Мет-энкефалин ;50 4 1 я Е. > 26 
- 46,1--35, 
Лей-энкефалин 100 8 И 
200 2 39,8+39,5 





') Ответ нажатием рычага подкреплялся п хеме 2 тног. дост: юдсла- 
лялся по схем “минутного предоставлени. д 

Е ы яп 
щенного молока через произвольные интервалы времени. Пептиды а в 10 мкл рас- 


твора Рингера и инъецировали в латеральный желудоче Е 
р Л ал з к мозга непосредст 
72-минутным тестом на пищевое подкрепление. НЫ 


2) р< 0,005 по сравнению с группой, получавшей раствор Рингера, 


Усиление энкефалинами долговременной памяти 


Как указывалось выше, о роли энкефалинов в опосредовании 
подкрепления поведения свидетельствует несколько линий доказа- 
тельств: 1) инъекции энкефалинов в мозг служат подкреплением 
для самовведения, 2) электростимуляция многих богатых энкефа- 
линами участков поддерживает высокую скорость самостимуляции 
и 3) такое подкрепление стимуляции мозга может быть блокирова- 
но низкими дозами налоксона. Важная роль подкрепления в обу- 
чении и формировании долговременной памяти не вызывает со- 
мнения, хотя теоретическое обоснование этого феномена во мно- 
гом противоречиво. В соответствии с этим в задаче с однократной 
пробой морфин или энкефалин вводили сразу после обучения, с 
тем чтобы усилить долговременное запоминание выученного отве- 
та. У крыс с постоянно имплантированной внутрижелудочковой 


Таблица 7 


чения 
Влияние введения морфина или и. обу' 
на формирование долговременно 














а, Число Время О с 
Вводимое вещество и крыс среднее СО) 
— и 36,23-=9,37 
Раствор Рингера т т. 82412149 
орфин 20 ый 
орфин (без шока) р. з Е 
орфин (через 15 мин после шока) 2 $ 47,04 19.71 
нефа г 114'25427,141) 


10 
ет-энкефалин ры 


ни 


ей раствор Рингера. 
3} 250,02 по сравнению с группой, получавшей Р р 


: ор 
)Р<0,001 по сравнению с группой, получавшей м 


20—1594 
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канюлей вызывали умеренный болевой шок после спрыгивания с 
полочки на пол клетки [21]. Различные группы крыс получали 
внутрижелудочковые инъекции либо сразу, либо спустя 15 мин 
после шока, как показано в табл. 7. Спустя три дня долговремен. 
ная память о шоке (выражающаяся в продолжительном избега. 
нии спрыгивания) измерялась в тесте на удержание. Достоверное 
усиление выученного ответа наблюдалось в группах крыс, полунав- 
ших сразу после шока инъекции мет-энкефалина или морфина, 
Два дополнительных наблюдения подтверждают, что такое дейст. 
вие опиатов на удержание в самом деле обусловлены усилением 
памяти о шоке. Во-первых, если шок отсутствовал в день обуче- 
ния (так что памяти о нем не могло быть), то введение морфина 
не оказывало эффекта (табл. 7). Во-вторых, запаздывание введе- 
ния морфина всего на 15 мин после шока (но вне предполагаемого 
периода консолидации памяти) полностью предотвращает эффект 
усиления памяти. Взятые в совокупности, эти результаты позво- 
ляют предположить, что активация опиатных (энкефалиновых) 
рецепторов после обучения может усиливать консолидацию памя- 
ВИ. 


* 


Приносим большую благодарность Уильяму Карминту, Гер- 
ману Моррису и Альфреду Шропшайру за добросовестную техни- 
ческую помощь. 
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ХАРАКТЕРИСТИКА ОПИАТОПОДОБНЫХ СОЕДИНЕНИЯ 
В КРОВИ И МОЧЕ 


М. ВЮСТЕР, П. ЛОТ, Р. ШУЛЬЦ 
(М. Маыег, Р. То, В. $свше) 


Неизвестные вплоть до последнего времени вещества, обла- 
дающие опиатоподобной активностью на электрически стимули- 
руемой подвздошной кишке морской свинки, в изолированном уа$ 
'Чеегепз мыши и в радиорецепторном тесте, были обнаружены в 
крови [8], тонком кишечнике [8], моче [7] и мозгу (неопублико- 
ванные результаты). Предварительные исследования показали, что 
все эти соединения обладают рядом общих свойств — это высокая 
растворимость в липидах, медленное включение и выключение 
действия в препаратах подвздошной кишки морской свинки и ре- 
зистентность к проназе. В некотором отношении эти вещества 
сходны с экстрагируемым из крови [5] эндорфином, анодинином, 
и отличаются от известных опиоидных пептидов. В данном сообще- 
нии приведены результаты дальнейшего изучения свойств соеди“ 
нений, выделенных из крови и мочи человека. 

Принимая во внимание липофильную природу этих неизвест- 
ных веществ, мы экстрагировали сыворотку и мочу смесью хл0- 
роформ/метанол по методу Фолча и др. [1], обеспечивающему от° 
деление липидов от других биологических компонентов тканей. 
Как правило, 20 мл сыворотки или мочи экстрагировали 400 ‚. 
смесью хлороформ/метанол (2:1 по объему), постоянно ЕН 
вая в течение 30 мин. После этого смесь фильтровали и Е 
промывали 80 мл воды. После разделения двух фаз центрифугир 
ванием верхнюю фазу отбрасывали. Нижнюю фазу выпаривали ВЕ 
суха и остаток испытывали на опиатоподобную активность, 1 
пользуя биопробу на подвздошной кишке морской свинки а 

При анализе обладающего опиоидной активностью ый 
ного экстракта сыворотки методом тонкослойной т я 
(ТСХ, силикагель, раствор: 2-пропанол/вода, 7:3 по о т Е 
опиатоподобная активность выявлялась между О ро 
К, 0,8 и 0,9, что соответствовало недавно Е ешадаю- 
2 Риротему фактору" [8]. Иногда выявлялись следы о иьку 
лцего опиатоподобным действием материала с К! 0,2. ю хлоро- 
подавляющая часть материала, экстрагируемого смесь 
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форм/метанол (2:1) мигрирует при ТСХ в ви 
ео = 
нейшие эксперименты проводились с н де одного пика, даль 


еочищенным 
воротки («экстракт Фолча»). экстрактом. сы- 


Экстракция мочи смесью хлороформ/метанол приводит к вы- 
делению материала, который не только обладает опиоидной ак- 
тивностью, но содержит также примеси, обладающие значительной 
возбуждающей активностью. В связи с этим для снижения содер- 
жания примесей мочу обрабатывали по методу, описанному ранее 
[7]. Обычно препарат мочи (50 мл) смешивали с 200 мл смеси 
гептан/хлороформ (1:1 по объему). Органическую фазу выпари- 
вали досуха и наносили на колонку с сефадексом Г.Н-20 
(2Ж3 см), уравновешенную смесью гептан/хлороформ (1:1 по 
объему). Опиоидную активность элюировали с колонки 50 мл сме- 
си гептан/хлороформ (1:1). При дальнейшем фракционировании 
элюата на колонке с силикагелем (готовая фирменная колонка 
Тораг А, Мерк, Дармштадт) опиоидная активность обнаружива- 
лась в трех пиках (активность, элюируемая смесью хлороформ/ме- 
танол — 98:2). Поскольку большая часть опиоидной активно- 
сти оказывалась в одном пике, дальнейшие эксперименты прово- 
дились с материалом, элюированным с колонки с сефадексом 
ВЫ-20, 

И экстракт сыворотки, и экстракт мочи, так же как и мет- 
энкефалин и В-эндорфин, испытывались на вызываемое ими харак- 
терное подавление продольного сокращения препарата межмышеч- 
ного сплетения подвздошной кишки морской свинки. Как показано 
на рис. 1, и мет-энкефалин, и В-эндорфин характеризуются быст- 
рым проявлением действия (А и Б на рис. 1). О а 
Фолча» сыворотки (В) и экстракт мочи (Г). Е аляю . = 
ленным проявлением ингибирующего действия. даа: 
«экстракт Фолча» не обладает стойким ингибирующим те 22 
которое лишь слегка обращается при многократном про? н 

неочищенного бутанольного 
как это было установлено в случае Е нае `Костерлей 
экстракта сыворотки [8]. Тем не менее, как а ад, 
и др. [2] в отношении наркотических ор тет о высокой липо- 
медленное проявление действия А : экстрактов на изо- 
фильности. Дополнительные испытания р СР что этот препарат 
Лированных уаз Чеегепз мышей РИ исследуемым вещест- 
Обладает более низкой чувствительность и 1 8]. В этом отно- 
вам, чем подвздошная кишка морской ы: НИ п идных пептидов, 
щении исследуемые вещества ци = - уаз ЧеЁегепз, чем в под- 
которые более эффективны В препарат 
Вздошной кишке [4]. 

ля дальнейшего изучени 


их инкубировали с различными добную актив- 
табл, |, нара р Полностью подавляет опиатотол з 


) ет активности 
НОСТЬ мет-энкефалина и В-эндорфина, и. м Трипсин, 
сывороточного «экстракта Фолча» и экстр 


я свойств экстрактов крови и мочи 
ферментами. Как показано в 
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кстрак* 
Рис. 1. Опиатоподобное действие мет-энкефалина (А), В-эндорфина р о 
та сыворотки по Фолчу (В) и экстракта мочи (Г) на подвздошную 


Я Й ивноСти, 
ской свинки. Налоксон (Нал) противодействует ингибиторной акт 
О — отмывка. 


При испытании многочисленных 
циентов были выявлены 


экстрагируемой опиатопод. 





тра 
оси, 
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з Таблица 1 
лияние ферментов на опиоидную активность” 





Мет-эн- | В-Эндор- | Экстракт | Экстракт 





кефал К. 
фолии | “фит” | сыворотки| Аоки 
Проназа?) 
5 мкг, 0,5 ч Е 5 =. = 
50 мкг, 0,5 ч к ЧЕ 353 32 
50 мкг Зч Зо т = ря 
Трипсин®) 
5 мкг, [Ч — = = = 


8-Гиалуронидаза® /арилсульфатаза?) 
1 мкл, 0,5 ч == в 
10 мкл, 0,5 ч = == — 
Уриказав) 
90 мкг, 0,5 ч = = = 

















') 4+ означает полную потерю опиоидной активности при тестировании на препарате 
подвздошной кишки морской свинки; — означает, что потери опиоидной активности не на- 
блюдается. Данные по 3—4 экспериментам. 

2) Доза 6 ед/мг. 

3) Доза 33 е/мг. 

4) Доза 5,2 ед/мл. 

5) Доза 2,6 ед/мл. 

8) Доза 6 ед/мг. 


валентны 2 мкМ норморфина, что даже выше, чем обнаруженная 


в крови активность анодинина [5]. Предполагая, что концентрация 
анодинина в интерстициальной жидкости У участков опиатных ре- 
цепторов находится в равновесии с таковой в сыворотке, Перт и 
др. [5] заключили, что значительная часть периферических опиат- 
НЫх рецепторов должна быть насыщена. Если концентрация ано- 
динина в сыворотке соответствует о мкМ норморфину, эти рецеп- 
торы могут быть даже полностью н овии что дос- 


асыщены, при усл я 
тавлен 
Туп этих веществ не ограничен. В с 


связи с этим были по 


Таблица 2 


й активности) при гидролизе?) 


Процент потери эндорфинами биологическо 





Время инкубации, Ч 





Мет-энкефалин 15 %5 т 
В-Эндорфин 0 10 0 
кстракт сыворотки по Фолчу 0 15 в 


Экстракт мочи 
двздошной кишки морской 


по 
1) 10ХЕРы, оцениваемая на препарате 
свинки. 


2) 5н. НС, 100°С. 
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Таблица 3 
связывания ЗН-налоксона!) 
ибн мозга крысы (осадок Р») 
в препа 
Концентра- Связанный 
ция, М |Н-нелоксон 
Расп. /мин" 
-НС!2) — 1297-68 
ах 10-6 1034-32 
+ Норморфин 10-6 1010-95 
+ В-Эндорфин й опиоидной активно- 
ка без экстрагируемой оп 
ое . 3 — 1121497 
Без добавок 10-5 800-60 
ИН 10-5 778-114 
ре 10-7 9724295 
ы 10-5 и 
-Эндорфин 10-8 814+ 
ть ты 10-7 те 
» 10-8 853 
Туг- (2) А!а-С1у-Р®е- (2) Геи : 
ра о опиоидной активностью3) Е 11314160 
Без добавок 10-8 790-= 109 
+ Норморфин 








: ‹ера и Баркера [9]. 

') Мембраны мозга крыс (осадок Р.) получали по методу О 10%-ного р 
Осадок Р, суспендировали в трис-НС!-буфере (0,05 М, рн 7,4) д. (содержащего -65_ м1 
могената. 0,5 мл гомогената инкубировали с 0,5 мл трис-буфера_ ктивности) н 0,5 мл 
МаСр, 0,5 мл сыворотки (не содержащей экстрагируемой ПОВИНЫ Е. нормор: 
сыворотки (содержащей опиоидную активность в количестве 2 мк] Е Е экзогенных 
фина) соответственно, в течение 5 мин (37°) в присутствии или во нтрацкя 53101 м} 
опиоидов. После добавления ЗН-налоксона (17,1 Ки/ммоль, конечная конце о 000 в, 5 мин). 
препараты дополнительно инкубировали 15 мин и затем центрифугировали адиоактивности В 
Надосадочную жидкость отбрасывали, а осадки готовили для определения р едние значения 
жидкостном сЦИНТилляционном спектрометре. Данные представлены как сре 
3—4 тройных определений-Е средняя ошибка. 

2) 65 мм МасС1, 

3) 2.10-8 эквивалентов норморфина. 


Е к 
воротка с высокой опиоидной активностью, будучи добавлена 
препаратам м 

табл. 3 суммирова сы- 
эксперименты, ко ть, может ли КИ 
ти или сыворо 


2 снижалось в 
(10-6 М) 


мор 
О@у- 







итериала в | 
подобным, по 


центральных 


‚ щества мог: 























Опиатоподобные соединения в крови и мои 
моче 


сыворотку © высоким содержанием материала обладаю 
поподобным действием (конечная концентрация 1 ее опиа- 
ОВ норморфина) в отсутствие каких-либо экз В, 
зН-налок огенных опиоидов, 
связывание локсона соответствовало таковому в сыво 
лишенной экстрагируемого эндогенного материала с опиато ох: 
. - у подоб- 
ной активностью. Более того, при добавлении нормо 
(10- М) снижение связывания 3ЗН-налоксона было и 
же, как и в контроле. < ‹ 
и опиатопо добной а | 

ОЕ 7 р сыворотки, не обладающей 

такой активностью, 3Н-налоксон проявляет сходные свойства в 
связывании с Р›, мы заключали, что материал с опиатоподобной 
активностью существует в неактивной форме, например в комп- 
лексе с белками. Экстракция сыворотки приводит к освобождению, 
а следовательно, и к активации этого материала, который затем 
связывается с опиатными рецепторами [8]. Существование этого 
материала в крови в неактивной форме представляется правдо- 
подобным, поскольку такой механизм исключает возможность 
длительной занятости значительной части периферических или 
центральных опиатных рецепторов, к которым эти липофильные 
вещества могли бы легко проникать из крови. 

В заключение можно сказать, что опиатоподобный материал в 
крови и моче обладает специфическими свойствами, отличающими 
его от известных опиоидных пептидов. Этот материал характери- 
зуется: а) высокой липофильностью, 6) резистентностью к прона- 
зе Р, в) медленным проявлением действия в подвздошной кишке 
морской свинки и \а$ деегеп$ мыши, г) более высокой эффектив- 
ностью действия в подвздошной кишке по сравнению с таковой в 
уаз Чеегеп$ и д) высокой резистентностью к кислотному гидро- 
лизу. Каждое из перечисленных аналитических данных не отвечает 
свойствам опиоидных пептидов. Мы пока не имеем данных © то, 
что описанные здесь опиатоподобные вещества мочи и крови пред- 
ставляют собой пептиды. Более того, эксперименты с факторами 
из крови и мочи показали, что антитела к энкефалинам и мор- 
фину не взаимодействуют ни © одним из этих веществ. Остается 

у < совершенно от- 
Выяснить, не относятся ли исследуемые вещества к о аа 
личному классу субстратов, например к стероидам, р 
обладают опиатоподобной активностью. 


* * 
$ © 
тавленный нам 
Мы приносим благодарность д-ру Ло за предос 


О-А1а-Р-мет-энкефалин. 
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` Вам представл 
1: обладают набс 
завиов регулящий 
прщим над пробл. 

‚ зажную задачу 
и условия и мет 

‚ ЮбОДИМОСТИ исп 





РОЛЬ ЭНДОРФИНОВ В ЭНДОГЕННОМ ОБЕЗБОЛИВАНИИ 


Л. ТЕРЕНИУС 
(Г. Тегепиз) 


Нам представляется весьма возможным, что все млекопитаю- 
щие обладают набором мощных и эндогенных центробежных ме- 
ханизмов регуляции поведения. Исследователям поведения, рабо- 
тающим над проблемой боли, предстоит решить в ближайшие го- 
ды важную задачу — разработать, а затем научиться контролиро- 
вать условия и методы, с помощью которых люди могли бы при 
необходимости использовать с гарантией свои физиологические 
ресурсы [33]. ы 

В прошлом уже рассматривалась эндогенная модуляция ооли. 
Это было постулировано в теории воротного контроля боли [42]. 
Косвенное подтверждение таких механизмов вытекает из ряда на- 
блюдений. Анальгезия, или клиническое облегчение боли, а 
быть вызвана различными стимулами: акупунктурот Бе те 
«противоирритацией», вызываемой химическими а а 
тремальными температурой или давлением 11] или а рее Е. 
стимуляцией [29, 46]. Можно предположить, что всеж 
обусловлены активацией эндогенных обезболивающих "р Е 


ы [10, 13, 
у Эндогенные морфиноподобные а бро 
‚ 58} возможно, являются одним из Не ообщении суммируется 


В эндогенном обезболивании. В данном с ни информация о фи- 
некоторая имеющаяся в нашем распоряже" 


иновых меха- 
Зиологическом или патологическом значении эвлор® ан пе 
НИЗМОВ в связи с болью. Главные эндорфин . 


- евой ами- 
В олько по С-конц 
нкефалин, различаются структУРНО ТА’, в мозгу изучалось 


Нокислоте [24]. Распределение энкефалино 95] с использованием 
иохимически [48, 54] и гистохимически Ги екулам с энкефали- 
еченных флуоресцеином антител к макром е ‘очень напоминает 
ами в качестве гаптенов. Их распределени чемое биохимически- 
Распределение опиатных рецепторов, ое странены в участках, 

методами [21, 30]. Энкефалины ат зывают поведенческую 
"де морфин и одственные ему вещества выз маргинальном слое, 
аНальгезию: а, роге спинного нерва, й та тройничного нер- 
Зи апНа с@аНпоза ядра спинального тр 














С Л. Терениус 


ва, в пибеиз гарпе табпиз и в кая кой Центрально 
сером веществе. Тесная анатомическ реляция между Энкефа. 
линсодержащими нервными терминалями и участками, богатыми 
опиатными рецепторами, дает основание предполагать, но не д 
казывает существование энкефалинэргических синансов. Энкефа. 
линэргические нейроны обладают, ПОВАРА Модуляторной 
функцией, как это предполагается для коротких энкефалинэрги. 
ческих (интер) нейронов в заднем роге спинного мозга. Представ- 
ляется, что эти нейроны образуют аксон-аксонные синапсы с пер- 
вичными афферентными волокнами (содержащими вещество Р?), 
участвующими, очевидно, в опосредовании болевых стимулов [25, 
32]. Помимо энкефалинов из мозга и гипофиза выделены неко 
торые другие эндорфины. Особый интерес вызывает В-эндорфин, 
пептид, состоящий из 31 аминокислоты, М-концевая последователь- 
ность которого идентична последовательности мет-энкефалина, Ги- 
пофизарная система сейчас охарактеризована, но остается еще 
неясным, участвуют ли выделяемые в кровь гипофизарные эндор- 
фины в модуляции боли или других функций центральной нервной | №109 
системы. ‘ша ее п 

рис, |. 


Методология 


Изучение роли эндорфинов сильно упростилось благодаря на- 
личию антагонистов опиатных рецепторов, таких, как налоксон и 
ыло показано, что такие вещества полностью подав- 

ляют анальгезирующее действие опиоидных алкалоидов или экЗзо- 
генно введенных опиоидных пептидов, а сами, очевидно, обладают 
пренебрежимо малой анальгезирующей активностью [38]. Эт 
лЬНо, могут быть использованы в качестве 
ного инструмента. Однако, если действие 
ивается у животных, не знакомых с морфи- 
то Это отражает прямое действие анте, 
‚ отсутствие наблюдаемого эффекта еще 


в оп что, по- 
димому, объясняется низки; и 


к же каки ОПиОидн 


опиат° 
ных рецепторов, ха 


пиоид* 
обез- 
боли. 


ых алкалоидов) к субпопуляции 
рактеризующихся высоким сродством ко 

зучение эндогенных механизмов 
Я и сложной природой самой 


ным пептидам 35, 49 
ливания Я и 


пределение тест 


“условий и ответной реакций 
с этим чрезвыч 


айно критическим. 
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содержания 
пациентов; при 
корреляции [34, 


60], в связи с чем эти работы будут рассматриваться более под- 


робно. 

Эндорфины СМЖ выделяются с помощью относительно про- 
того метода фракционирования, а их концентрация определяется 
с помощью радиорецепторного метода [59, 60]. Измеряемое содер- 
жание эндорфинов является, следовательно, функцией как срод- 
ства, так и концентрации лигандов рецепторов. Главные эндорфи- 
ны при измерении радиорецепторным методом — это не энкефали- 
ныи не В-эндорфин. В связи с болью и анальгезией главный инте- 
рес представляет фракция СМЖ, обозначенная как фракция 1. 
Схема ее получения и ее хроматографические свойства показаны 
на рис. 1. При оценке содержания фракции Г наблюдаемая актив- 
ность в радиорецепторном методе рассматривается так, как если 
бы она была обусловлена присутствием мет-энкефалина. Концент- 
рация этой фракции, следовательно, выражается в пикомолях мет- 
энкефалина в миллилитре. 


ии 
10 мл СМЖ брали у больного. в лежачем положен 
путем люмбальной пуннции 


бмл СМЖ 


ультрафильтрация (Аписоп РМ10) 


Задерэсиваемый 


м 
атериал Сефадекс 6=10 


в 42М ацетельдегиде 


гранция 1 Не п 
(15%) (2.0х 


(й— свободный объем). 


й жидкости 
ре. Фракционирование спинномозговой Ж д 
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Результаты 


Как указывалось выше, для изучения функционального значе. 

ния эндофринов были использованы два подхода: эксперименты с 
наркотическими антагонистами, подобными налоксону, и изме . 

ние содержания эндорфинов в тканях и жидкостях тела. В ряде 
случаев использовалось сочетание обоих подходов. 


ЭКСПЕРИМЕНТЫ НА ЖИВОТНЫХ 


По данным некоторых авторов [27, 63], налоксон может вызы. 
вать гиперальгезию у животных, не знакомых с морфином. Одна- 
ко другие исследователи не обнаруживали такого эффекта [15], 
А если такой эффект и наблюдается, то он очень мал и критиче- 

| ски зависит от использованного метода. Интерпретация резуль- 
татов упрощается в более простых системах, таких, как активность 
спинального рефлекса у кошек, в случае которого налоксон повы- 
шает активность, а морфин служит депрессантом [12]. Условная 
гипертермия у крыс также обращается налоксоном [31] — наблю- 
дение которое можно объяснить условной стимуляцией высвобож- 
дения эндорфинов [35]. Однако наибольший интерес вызывает 
изучение анальгезии, индуцированной электрической стимуляцией. 
Будучи приложена к периакведуктальному серому веществу, такая прачеекой 
стимуляция вызывает мощную анальгезию [39, 46]. Этот эффект, = боли 





по данным одной группы [2], частично обращается налоксоном. ‚аа черв: 
| Однако имеются также данные о том, что анальгезия может быть № фанов во фт 
| индуцирована такими процессами, которые не обращаются налок- | труппа больн 
соном [44, 64]. Периферическая электростимуляция акупунктур: | Ва И Посл 


ных точек у мышей также вызывает 
анальгезию [45]. Имеются также данны 
шок конечностей или выработка условн 
личивают эндогенное об 


М 
подавляемую налоксоном | акте 
е о том, что неизбегаемый 






н 
АБЛЮДЕНИЯ НА ЧЕЛОВЕКЕ И КЛИНИЧЕСКИЕ ЭКСПЕРИМЕНТЫ 


Инъекция больным о: 


`добровольцам налоксона не изменяет П 
цирова: 


нной или ишемической боли [9, ]. 
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щие в пользу крайне низкого высво 

ВУ ндорфинов в норме. бождения или эффективно 
вособность к ощущению боли при нормальных физиологиче- 
ских условиях — свойство, необходимое для защитных реакций, и 
такое патологическое состояние, при котором боль не ощущается 
(врожденная анальгезия), представляет собой серьезное заболе- 
вание [62]. С другой стороны, может наблюдаться хроническая 
патологическая боль без какой-либо очевидной причины и тем не 
уенее доставляющая больному тяжкие страдания. Причина хро- 
цической неустранимой боли часто кроется в органических пора- 
жениях периферических нервов. В этих случаях больной способен 
локализовать участок боли и точно описать свою болевую реак- 
цию. У других больных локализация боли может быть менее 
определенной, больные могут быть подавлены, и кажется очевид- 
НЫМ, ЧТО боль является проявлением психических нарушений, а не 
первичного соматосенсорного ощущения (опыта). Мы определяли 
содержание эндорфинов в образцах поясничной СМЖ, с тем что- 
бы попытаться проанализировать роль этиологических факторов 
В хронической боли. При использовании этого эмпирического под- 
хода получены некоторые интригующие результаты. В. основопо- 
лагающих исследованиях было обнаружено, что случай тяжелой 


хронической боли органической природы (например, невралгия 
сниженным содержанием 


тройничного нерва) характеризуется 
эндорфинов во фракции 1 СМЖ (табл. 1, серия 1). Более обшир- 
ная группа больных с органической болью, невралгией тройнично- 
го нерва и послеоперационной болью (табл. 1, серия по, рты 
характеризуется пониженным содержанием Эдо т 
ции [ по сравнению со здоровыми пациентами (серия 1; р<°°”): 










Таблица 1 


спинномозговой жидкости 








Содержание эндорфинов во фракцин 1 
Бал рен с хроническими болями 
Содержание эндорфинов 
во фракции 11), Лите- 
№ я пмольмл СМЖ ратура 
* серии Категория пациентов 
<0,6 | 0,6—1.2 | >ь2 
1 [59] 
1 |Нев йничного нерва 7 
ралгия тройнич 4 
0 И Невралгические случаи без боли 3 12 4 [34] 
И] ш | Здоровые доброволькы ) г 
Хронические боли (органиче 8 1 [52] 
, Ту ские) $ 5 
р Хронические боли (органиче 12 3 5 [3] 
ские) 
Хронические боли  (психоген” 1 8 8 
Е: Е о мы 


1 
) Выражено в единицах мет-энкефалина. 
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В серии [У была сделана попытка выяснить, и харак. 
тер, локализация и природа боли с Ор В СМЖ. Инте. 
ресно, что психогенные боли, как установлено в сопровожда. 
ются нормальным или слегка повышенным значением содержания 
эдорфинов во фракции Г. Различия между двумя группами в се- 
рии [У оказываются достоверными (р< 0,05). Как подчеркивалось 
выше, боль представляет собой приобретенный психосоматический 
опыт, и следовательно, примечательно, что существует положитель- 
ная корреляция между содержанием фракции Г эндорфинов в 
СМЖ и-степенью депрессии, оцениваемой по шкале СРК$ (р< 
< 0,01). Эти наблюдения следует сравнить с результатами измере: 
ния содержания эндорфинов в СМЖ при депрессивных психозах, 
когда содержание эндорфинов во фракции [ обычно велико. Так, 
в 8 из 11 случаев эндогенной депрессии и во всех 4 случаях маниа- 
кально-депрессивного психоза содержание эндорфинов фракции 
Тв СМЖ превышало 1,2 пмоль/мл [34, 61]. 
Полученные результаты 
ваны следующим образом. У 
ми болями содержание эндо 


‘могут быть, по-видимому, суммиро- 
больных с хроническими органически- 
рфинов фракции [ низко, часто ниже 
уровня, характерного для здоровых людей. В случае диффузных 
психогенных болей, когда боль должна рассматриваться скорее 
как симптом, содержание эндорфинов фракции [ может быть нор- 
мальным или выше норм 


ального. С повышением депрессивного 
компонента содержание эндорфинов в СМЖ увеличивается и м0- 





Таблица 2 
Содержание эндорфинов во фракции 1 спинномозговой жидкости 
поясничного отдела у пациентов, 
испытывающих боль (контроль) и после внутримозговой электростимуляции 
(стимулированные) 
Содержание эндорфинов 
Е. Обра- | во фракции 1, пмоль/мл СМЖЯ) 
Паци- вы ение 
Причина боли облегчения ты тех и 
ент Воля налок- 
соном стимулиро- 
контроль?) ванные3) 
1 | Рак молочной железы, 
метастазы в кости |Полное 4) 2.3 7,6 
2 |Рак тела матки Полное Да 3,1 8,4 
3 |Боль в прямой кишке Полное Нет |0,4, 0,5, <0,4 0,5 
4 |Рак молочной железы Неопределенное| 4) <0'4 0,7 
5 |Рак мочевого пузыря, ; 
метастазы в кости Нет Нет 0,4, <0,4 | 0,7, 0,8 
6 |Рак мочевого пузыря|Нет 4) вх = > : ’<о,4 
, 


2) Препараты получены после 24 ч без стимуляции. 

) Препараты после 24 ч стимуляции с 2—4-часовыми интервалами через 2—3 ч после 
начала последнего периода стимуляции. 

4) Не определяли. 
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жет достигать очень высоких значений (10—20 пмоль/мл) в случае 
эндогенных депрессий, когда боль может быть (хотя и не обяза- 
тельно) выраженным симптомом. 

Как упоминалось выше, внутримозговая стимуляция животных 
вызывает заметную анальгезию. Аналогичное воздействие ‘на боль- 
ных с неустранимой устойчивой болью приводило к полному или 
частичному облегчению боли [5, 19, 47]. В противовес данным, 
полученным при исследованиях на человеке, облегчение боли у 
животных ‘не сопровождалось заметным повышением болевого по- 
рога [22]. Было отмечено, что такое вызванное стимуляцией об- 
легчение боли обращалось налоксоном [1, 22]. В аналогичных, 
продолжающихся в настоящее время работах были скомбиниро- 
ваны анализ действия налоксона и определение эндорфинов в 
СМЖ. В табл. 2 представлено три случая полного снятия болей 
после внутримозговой электростимуляции и в двух из этих случаев 
отмечено увеличение содержания эндорфинов в СМЖ. В третьем 
случае снятие болей не обращалось ‘налоксоном и не сопровожда- 
лось увеличением содержания эндорфинов в СМЖ. Три остальных 
случая не поддавались клиническому лечению, и содержание эн- 
дорфинов СМЖ не увеличивалось при стимуляции [43]. 

В другой серии больных с устойчивыми тяжелыми болями бы- 
ла применена периферическая электроакупунктура. У большей 
части пациентов наблюдалось клиническое облегчение (табл. 3). 
Образцы СМЖ отбирали спустя 15—30 мин после стимуляции. 
Увеличение содержания эндорфинов отмечено у таких больных, У 

Таблица 3 
Содержание эндорфинов во фракции Т спинномозговой жидкости 


поясничного отдела у пациентов, испытывающих боль о 
и после электроакупунктуры (стимулированны 
^ Содержание эндорфинов 


во фракции 1, 
пмоль/мл СМЖ1) 








Степень, 
Причина боли облегчения боли : стимулиро- 
контроль?) ванные3) 


Посттравматическая невралгия, 
бедро 

Мононеврит, п. зарпепоцз » 

Ущемление диска 24=15 Частичное 

Боль 1.5 Полное 

Негрез 2оз{ег » 

Невралгия тройничного нерва Частичное 
евралгия тройничного нерва Нет 
евралгия тройничного нерва Полное 
евралгия тройничного нерва| ^ 
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которых стимуляция затрагивала поясничные сегменты — ког 
стимулятор применялся дистально по отношению к участкам бол Е 
Благоприятным было вовлечение поясничных сегментов [59]. 
Этот тип облегчения болей в большинстве случаев. обращался на- 
локсоном [50]. 


Обсуждение 


Мартин [38] высказал предположение, что «опиоиды, возмож- 
но, имитируют естественные процессы поведения»; если это так, 
то можно принять, что «анатагонисты с низкой собственной актив- 
ностью должны противодействовать не только индуцированной 
морфином активности, но и естественной поведенческой активнос- 
ти, которая сходна по природе с эффектами морфина; в результа- 
те такие антагонисты должны вызывать антиморфиновый эффект». 
В связи с отсутствием наблюдаемых антиморфиновых эффектов 
Мартин и другие исследователи игнорировали такую возможность 
в отношении большинства опиаточувствительных систем. Полное 
или почти полное отсутствие эффектов: при введении наркотических 
антагонистов незнакомым с морфином животным наблюдалось 
многократно. В связи с этим возникает вопрос: обладают ли эндо- 
генные эндорфины меньшей эффективностью, чем опиоидные алка- 
лоиды? Или же следует искать другое объяснение? 

Общепризнано, что реакции на острую  экспериментальную, 

. р очень слабо затрагиваются налоксоном [9, 15, 16, 27, 63]- 
то ие авляетея полной неожиданностью, поскольку мови ок 
ета г йе действие на болевой порог, но ь ты 
ность к боли [28] т левые стимулы, т. е. вызывает тол р: 

. рантность к боли очень трудно экспери 
р измерить, особенно у человека, когда на результат Влияет 
Е т. Следует также различать острую бо, 
льные) повреждающие стимулы, „бо. 
` неустранимой хронической 
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быть предсказаны нарушения этого процесса. Результаты опреде 
ления эндорфинов У больных с сильными хроническим и 
у а Е и болями 
органического происхождения (табл. | и текст) показывают, что 
система эндорфинов обладает слабой активностью в этих условиях 
С другой стороны на депрессивных стадиях активность этой систе- 
мы оказывается выше нормы. Главная ценность этих наблюдений 
заключается в том, чо отклонения от нормы возникают при пато- 
логических ситуациях. Установить причинную взаимосвязь может 
оказаться труднее. Низкое содержание эндорфинов при хрониче- 
ских болях можно объяснить по крайней мере двумя причинами. 
Первая состоит в том, что боль сама по себе обусловливает об- 
щее снижение активности эндорфинов. Если это так, то мы вправе 
ожидать у больных общую гиперчувствительность к повреждаю- 
щим стимулам; такая ситуация в самом деле была описана [40]. 
Этот механизм может защищать индивидуум от развития ОПИОиИД- 
ной толерантности и зависимости. Вторая возможная причина За- 
ключается в том, что локальная боль обусловлена местной недос- 
таточностью В эндорфиновой системе; эта возможность кажется 
менее вероятной, поскольку трудно ожидать, чтобы это проявля- 
лось в виде снижения общей активности эндорфинов. 

Хорошо известно, что клинически значимое облегчение боли мо- 
жет быть индуцировано электростимуляцией, но лежащие в осно: 
ве этого механизмы до настоящего времени не исследованы. Экс- 
перименты на животных говорят в пользу гипотезы о том, что и 
при внутримозговой, и при периферической стимуляции ВАЖНОЕ 
значение имеет активация систем модуляции боли на спинальном 
и спинальном тройничном уровнях (4, 25]. В связи с этим интерес- 
но отметить, что в обоих случаях стимуляции И г. 
держание эндорфинов в люмбальной СМЖ (табл. 2 и ). ВЕ 
факт обращения эффектов налоксоном свидетельствует а Е 
гипотезы об участии механизмов активации эндорфиное. я рам 
важно отметить, что облегчение боли, индуцированн» и. 
типами электрической стимуляции, например Е ы [51 Ана- 
Тотной стимуляцией [41, 53], обращается налокс 


логичные данные получены в отношении анальтезии, я: 
овом ЕО о механизма. 
Низмы модуляции боли» отличн р И 
ак, например, во многих работах указывается на‘ ее. 
Щее действие вещества Р’ [37, 55] и соматостати 


й ервной системе 
до ‹ ентральной Н 
ро рок рав ме о физиологическом зна- 


‚ Это опять возвращает нае г Ва, ществует несколько 
чении эндорфинов в регуляции боли. Если су тои должна 
Параллельных модуляторных систем, то модулях а 
и действия 25 о ие порфиновая, может 

локирование одной из систем, тн к твие компенсатор- 
№ давать легко наблюдаемого эфф, той роли эндорфи- 
Чого действия других систем. Определение точной ро: 


2|* 
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нов В различных ситуациях потребует, видимо, весьма ИЗОЩрен 
ных методов. 


* * 


* 


Работа представляет собой результат плодотворного сотрудня- 
чества с несколькими клиниками Швеции. 
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УКАЗЫВАЮТ ЛИ ПОВЕДЕНЧЕСКИЕ ЭФФЕКТЫ ЭНДОРФИНОВ 
НА ИХ УЧАСТИЕ В ПСИХИЧЕСКИХ РАССТРОЙСТВАХ? 


А. ГЕРЦ, Дж. БЛЁЗИГ, Г. ЭМРИХ, К. КОРДИНГ, 
С. ПИРИ, А. КЕЛЛИНГ, Д. ЦЕРСЕН 


(А. Нега, Л. Вю, Н. М. ЕшисВ, С. Согате, 
$. Риёе, А. КоШпе, Ш. У. 7егззеп) 


В настоящее время имеется мало данных о физиологической 
роли опиатоподобных эндогенных пептидов (эндорфинов). Вве- 
дение специфического опиатного антагониста, такого, как налок- 
сон, людям и животным, не получавшим предварительно опиатов, 
не приводит ни к каким резко выраженным последствиям; только 
при особых экспериментальных условиях могут быть выявлены не- 
которые эффекты [6, 8]. Эти эффекты указывают на участие эн- 
дорфинов в регуляции боли и стресса. При введении эндорфинов 
в изолированные органы или интактным животным наблюдаемые 
эффекты в целом соответствуют эффектам, индуцированным опиата- 
ми. Естественно, что при введении пептидов следует рассматривать 
их собственную кинетику. Недавно в результате более детальных 
исследований получены данные о существенных различиях #8 
только между фармакологическими эффектами эндорфинов и опий: 
тов, ‘но и между эффектами различных представителей внутри 
обоих классов соединений. Более того, результаты некоторых и: 
следований показывают, что эндорфины в отличие от морфина м 
гут индуцировать кататонический синдром. Следовательно, можно 
предположить, что эндорфины играют определенную роль В симп- 
томатологии кататонического состояния у больных шизофрение" 
|2, 9, 10]. В качестве возможного объяснения таких различий % 
эффектах, индуцированных различными опиоидами, высказывалос» 
предположение о существовании разных типов опиатных рецепто 
ров, обладающих различным сродством к опиоидам [5, но 
С целью дальнейшего исследования этой гипотезы было проведе 


Е. 
сравнение определенных поведенческих особенностей, индуЦИР 


МИ 
ваных тремя типичными опиатными агонистами и некоторы 


опиоидными пептидами. В то же время для изучения роли --. 
финов в шизофрении исследовали влияние налоксона на же 
ческую симптоматологию. 











































Поведенческие эффекты эндорфинов 


Эксперименты на крысах 


МЕТОДЫ 





Были использованы крысы-самцы Спрэг-Доули весом около 
200 г. Анальгезию измеряли с помощью слегка модифицированно- 
то «голосового теста» [16], при котором голосовой сигнал индуци- 
ровали электростимуляцией основания хвоста с помощью бипо- 
лярного электрода. Различные степени кататонического состояния 
(определяемого другими авторами как «ригидность», «неподвиж- 
ность» или «каталепсия») оценивали в соответствии со следующи- 
ми критериями. Оценка 1 давалась в тех случаях, когда положе- 
ние крыс, помещенных пёредними лапками на горизонтальную 
полочку высотой 15 см на 30 с, изменялось под влиянием тактиль- 
ного (дотрагивание) или звукового стимула. Если же положение не 
изменялось, давали оценку 2. Оценка 3 давалась в тех случаях, 
когда у крыс утрачивался рефлекс вставания в сочетании с чрез- 
вычайной мышечной ригидностью и ступором. Наличие мышечной 
ригидности оценивали путем изгиба задней конечности. Ректаль- 
ную температуру измеряли с помощью термистора. 

Для внутрижелудочковых инъекций в правый латеральный же- 
лудочек мозга имплантировали канюли примерно за неделю до на- 
чала эксперимента. Объем инъецируемой жидкости, вводимой С 
помощью микрошприца, составлял 10 мкл. На каждом животном 
проводился только один эксперимент. 

Использованные препараты: 

В-эндорфин (предоставлен доктором Ли, Сан Франциско, или 
получен из Решизша ТаБ., Зап Сагоз, Сашогта); 

Р-А1а?-мет-энкефалинамид (Рептзша Г.аЪ., Зап Саг10$, СаШогта); 

О-А!а2-Р-лей-энкефалин (доктор Уилкинсон, \Ме!соте Г.аЪ., ВисКеп- 
Ваш, Епе]апа); 

суфентанил (Лапззеп, Веегзе, Вет); ь | 

эторфин (КесКИЁ ап4 $013, Кио$оп-проп-Н\, Еп81ап4); 

морфингидрохлорид (Мегск, Рагтз{а@ Сегтапу); ` 

метадонгидрохлорид (Ноеснз, ЕгапкИи/М., а о 

налоксонгидрохлорид (Еп4о Т арогаомез, @аг4еп СНу, № огк, 


0$А). 
В случае солей их концентрации рассчитывались по основаниям. 





РЕЗУЛЬТАТЫ 





во 
Внутрижелудочковые инъекции трех Пе, И 

Всех случаях к сходному, и от ит М я 

тичению ататонии; В-эндор 

он. , соотношениях), чем О-А1а?- 


10 ра 
з более эффективен (в молярных 
о. и Р-А1а?-мет-энкефалинамид. Сравнение эффек- 
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-тивности пептидов в повышении болевого порога, с одной стороны 
`и в индукции кататонии, с другой стороны, и что увеличе, 
ние порога стимуляции примерно до 1000 мкА (примерно З-крат. 
ное увеличение над базальным уровнем) сопровождается катато. 
нией с оценкой 1, тогда как увеличение болевого порога до п и. 
близительно 1500 мкА соответствует кататонии с оценкой 2. Эта 
взаимосвязь между степенью анальгезии и кататонии оказывается 
одинаковой для всех трех пептидов (рис. 1). На этом рисунке 
показаны дозы испытываемых веществ, при которых обнаружива. 
ются оба эффекта (приведенные на этом рисунке дозы интерполи- 
рованы по кривым доза — эффект). 

При внутрижелудочковом введении морфина зависимость до- 
за — ответ для анальгезии также описывается крутой кривой, при- 
чем эффективность морфина была весьма близка к эффективности 
обоих пентапептидов. Кататония, однако, никогда не достигала 
оценки 2 даже при самых высоких дозах морфина (100 МКГ) 
(рис. 1). Кататония достигала постоянного уровня, соответствую- 
щего примерно оценке 1,5 при дозах морфина, превышающих 
25 мкг. Это согласуется с результатами других исследований 
[1, 2]. Однако при использовании эторфина и суфентанила— 
опиатов с очень высоким сродством к рецепторам — крутые кри- 
вые доза — ответ получены не только для анальгезии, но и для ка- 
татонии, которая в этих случаях достигает оценки 3. Судя по дан- 
ным, представленным на рис. 1, количественная взаимосвязь аналь- 
тезия/кататония у этих двух опиатов весьма близка к той, которая 
обнаруживается в случае опиатоподобных пептидов. Из этого сле- 
дует, что высокая эффективность пептидов в индукции кататонии 
не является каким-то особенным свойством этих соединений, но 
характерна для опиатов с высоким сродством к рецепторам. Ана- 
лотгичные различия в степени индуцированной кататонии были не 
давно отмечены [16] для норморфина, с одной стороны, и В-эндор* 
Финоподобных гипофизарных пептидов или эторфинов — с другой. 

Причина, по которой в случае морфина не достигается высокая 


<тепень кататонии, пока еще не выяснена, но, возможно, = 
‚объясняется низким 


сродство требует при 
чего возникают неспе 
рые могут 
возбуждающие эффекты 


ле- 
обращения кататонического состояния и П0Я ы 








Поведенческие эффекты эндорфинов 


/<—2-А1ай-мет- 
энкефелинимив 


- 
З 
я 
8 
К 


5 10 моль 100 
ЕД, йля янялЛьгези& 


Рис. 1. Дозы, при которых достигается увеличение болевого порог ит 
(0) Или 1500 мкА (0 коррелируют с дозами, при которых и оза — ответ. 

тония степени 1 (О) или 2 (0). Значения доз получены из ть о поро- 
трелка (-— —») указывает, что морфин вызывает ные 2 при этой дозе’ 

та до 1500 мкА при дозе 30 нмоль, тогда как кататония а строго пропор- 

Че достигается. Прерывистая линия ( и 

Циональное соотнопение между анальгезией и кататониеи, 
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ния реактивной моторной гиперактивности гипотермия пе 


в гипертермию. В случае морфина (когда оценка 2 не 
лась) достоверных признаков гипотермии не обнаружив 


Реходит 
Достига. 
алось, 


Клинические исследования 


МЕТОДЫ 


| Перекрестные исследования по двойному слепому методу с 
использованием плацебо были предприняты с 20 пациентами, стра- 
дающими частыми галлюцинациями и (или) подверженными бре- 
довым идеям. У всех пациентов были исключены антипсихотиче- 
ские препараты. Для оценки психопатического состояния пациен- 
тов использовали стандартизованную шкалу отсчета (1МР$, [14]) 
и симптомоспецифическую шкалу отсчета (УВ$). Последняя шка- 
ла была специально приспособлена к особенностям ответа каждого 
индивидуума. Регистрация проводилась до и через определенное 
время (до 7 ч) после инъекции налоксона или плацебо. Единич- 
ные инъекции 4,0 мг налоксона (у трех пациентов 1,2 мг) или 
физиологического раствора проводились по утрам с интервалом 
по крайней мере 2 сут, Постинъекционные изменения оценивались 
как различия (в процентах) между отсчетами в данный времен- 
| ной интервал после инъекции и прединъекционным отсчетом для 
каждого пациента (средний инъекционный отсчет принимался за 
100%). Для каждого пациента оценивали характерные для него 
различия в ответной реакции на инъекции плацебо и налоксона. 


РЕЗУЛЬТАТЫ 


‚› что среднее снижение психотической симпто” 
матологии наблюдалось как после вв 


ле введения плацебо. О 


О 
ые различия между эффектами налоке 
наблюдались через 
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г т 
(р=0,036), по шкале УВ$ — через 360 мин (р=0,012); по-видимо- 
му, это связано с тем, что шкала УВЗ лучше приспособлена к оце 
ниваемым симптомам пациентов ( — 


галлюцинации и/или б 

едовые 
идеи), чем шкала 1МР$. Если превышение эффекта ВаотоВ. над 
плацебо на 5% рассматривать как указание на эффективность 


действия налоксона, то налоксон оказывается эффективным у 12 
пациентов (7 острых и 3 хронических случая шизофрении, 1 па- 
циент с алкогольными галлюцинациями и у 
ционным параноидным психозом). 
Результаты настоящего исследования расходятся с негатив- 
ными результатами Волавка и др. [17] и результатами Дэвиса и 
др. [3], отметивших улучшение только одного из прослеживаемых 
ими симптомов шизофрении («необычное глубокомыслие»). Эти 
авторы не наблюдали индуцированного налоксоном изменения в 
таллюцинациях. Немедленное кратковременное и обратимое пре- 
кращение галлюцинаций отмечено в опытах Гуна и др. [7] выпол- 
ненных простым слепым методом. Некоторые из полученных рас- 
хождений, возможно, объясняются методологическими различиями, 
такими, как отбор пациентов (в нашем случае главным образом 
нелеченая острая шизофрения), более высокие дозы налоксона и 
более продолжительный период наблюдения после инъекции. Для 
более детального обсуждения результатов нашего клинического 
исследования следует обратиться к сообщению Эмриха и др. [4]. 


1 пациент с инволю- 


ОБСУЖДЕНИЕ И ЗАКЛЮЧЕНИЕ 


Рассмотренные эксперименты не подтверждают но 
о существовании фундаментальных различий в спи оС. 
ческих признаков между эндогенными опиоидами и тех то 
дя по нашим наблюдениям, идея о том, что ИР то и 
НЫх состояние, подобное кататонии, имеет ту ыы представляется 
кататонический синдром у больных ры объяснить; 
маловероятной. Руководствуясь этой и ам также индуци- 
почему опиаты с высоким сродством к ее обладают по-видимо- 
Руют такие кататонические состояния, но а опиатных аго- 
Му, психогенным действием. В отличие от ч1 з 


к иклазоцин И 
ты, такие, как Ц 
НИСТов частичные опиатные РО та тоцинации, причем их 


Е, индуцируют а. [12] На основании этого факта 
оно - : ; 
О О т и 
казана гипо м были ы 
пептидов в патогенезе шизофрении, В ЕЕ ещесна на шизофре- 
ТЫ первые попытки исследовать влияние яд указаний в пользу 
Чические галлюцинации [7]- СУЩЕСТВУЕТ Г. ’нашем распоряже- 
Этой гипотезы, хотя на основании бо заключений, под- 
Нии данных ы не можем сделать каких-Л 


верждающих ее правильность. 


частии «пат 
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В-ЭНДОРФИН. 
СУБЪЕКТИВНЫЕ И ОБЪЕКТИВНЫЕ ЭФФЕК 


- ты - 
НАРКОТИЧЕСКОЙ АБСТИНЕНЦИИ У бе СтОЙ 


ЧЕЛОВЕКА 


Д. КЭТЛИН, К. К. ХЬЮИ, Г. ЛО., Ч.-Х. Ли 
(. Н. Саша, К. К. Нш, Н. М. Гор, С.-Н. 1.1) 


ВВЕДЕНИЕ 


Са Раз Ли и сотрудники выделили недавно из гипофиза верблюда и 
человека унтриаконтапептид с морфиноподобной активностью, ко- 
т торый был охарактеризован и синтезирован [5—8]. Этот пептид, 
названный В-эндорфином, по своей аминокислотной последователь- 
‚5-9 ности идентичен последовательности из 31 аминокислоты на С-кон- 
це гипофизарного гормона В-липотропина [9]. В опубликованном 
о И недавно обзоре [11] приведены данные по фармакологии В-эндор- 
Е фина. Этот пептид индуцирует изменения поведенческих реакции 
и" у кошек [13] и выраженное кататонического типа состояние У 
‚Рае крыс [1]. Он является эффективным анальгезирующим средством, з 
| имеется довольно много сообщений о толерантности к В-эндорфи- 
38 [Ш ну и физической зависимости от него [2, 3, 8, 10, 15, 16]. В-Эндор- 
фин подавляет у мышей реакцию прыжка, о о 
случаях, когда им резко прекращают вводить морфин о 
всех вышеупомянутых работах В-эндорфин а, Оу 
мозга, но, как недавно показали Тзенг и сотр. И О ЖЕ 
активен у мышей и при внутривенном введении. = а а 
дим данные о влиянии внутривенного р ка ИЫ ие пре: 
наркотический синдром абстиненции у человега :* в эндорфин трем 
кращения введения метадона. Мы у больному с острой 
больным с хроническими болями и еще г р четырех бОЛЕНЫХ 
наркотической абстиненцией; данные 00 Эт" 


приведены в отдельном сообщении. Е 


Материалы и методы ь 


ПРЕПАРАТЫ 

ты добавляли в содержа- 
зы) резервуар (уоиЁго1) 
ДеегНе!а, 11. В-Эндорфин 
ранее [6, 8]. Дозу в 


Все внутривенно вводимые препарат 
: Щий 5%4-ный раствор глюкозы О р 
ОЗР, поставляемый Тгеуепо! Гар$., ИС в 
Человека был синтезирован, Как ©пи 


сах вый 
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30 мг (375 мкг/кг) вводили путем внутривенной инфузии в 
ние 30 мин. Морфинсульфат был получен от ЕЙ ГИ апа 
шФапоройз, шЧапа. 


ПАЦИЕНТ 


Пациент, 35-летний мужчина, начал принимать наркотики в 
возрасте 14 лет. Между 18 и 27 он постоянно принимал героин, за 
исключением кратковременного периода вынужденной  абстинен- 
ции. После нескольких безуспешных попыток прекратить прием 
героина, он в возрасте 27 лет включился в программу поддержа- 
ния метадоном и в течение последующих 7 лет получал метадон 
в дозе 40—80 мг ежедневно. В течение четырех недель, предшест- 
вующих тому дню, когда он включился в исследование и прекра- 
тил прием наркотика, его ежедневная доза наркотика постепенно 
снижалась с 80 до 50 мг. 


ОБЩИЙ ПЛАН ИССЛЕДОВАНИЯ 


Пациента обследовали в специальной госпитальной палате 
(Клинический исследовательский центр ОСГА), оборудованной и 
укомплектованной персоналом для проведения клинических иселе- 
дований. В тех случаях, когда присутствия пациента не требова- 
лось по протоколу, он мог свободно перемещаться по палате и 
при соответствующем разрешении покидать палату. Перед нача- 
лом исследования была получена полная история болезни, прове- 
дено физическое обследование, пациенту объяснили суть проводи- 
мого исследования и получили его письменное согласие. Лабора- 
торные исследования включали в себя анализ мочи, подсчет лейко- 
щитов и эритроцитов, определение содержание гемоглобина, пока- 
зателя гематокрита, протромбинового времени, электролитов, креа- 
тинина, остаточного азота, Р-аспартат — аминотрансферазы, Р-ала- 
Нин аминотрансферазы и щелочной фосфатазы, рентгенограмму 
грудной клетки и электрокардиограмму (ЭКГ). Некоторые из этих 
тестов повторяли через 2—7 дней после завершения протокол 


ного обследования. Всю мочу пациента собирали для последующе“ 
го анализа. 


КЛИНИЧЕСКИЕ ИЗМЕРЕНИЯ 


Больного ежедневно взвешивали в 7 ч утра. Все другие опре 
деления производили после того, как больной пребывал в лежачем 
положении по крайней мере в течение 10 мин. Температуру В П°` 
лости рта регистрировали через 4 мин после того, как ставили 
их язык термометр. Для всех измерений использовали НР 

же термометр, калиброванный для проверки его точности. о, 
гмоманометр применялся для 85 


логично один и тот же сфи 
определений давления крови. 


Ттече. 


Со, 





д детивости, 1 
пу сстолическог 
ия, В качестве 
знй использовал 
ЗАасоВЫМ интерв: 
У метадона. Кол 
‘Швнции получа 








Субъективные и объекти 
[ вные эффекты В 
-эндорфина 


В различное время в течение дня и в пе 
ически регистрировали ЭКГ и дыхание, 
азмещались на грудной клетке спереди, и термистор, закре 

чый вблизи ноздри, соединяли с телеметрической каме ой вже: 
ром 1Ж5Х10 см. Сигнал от телеметрической камеры О ты 
приемник С частотной модуляцией и одновременно тИетрЕЙО 19 
ся на магнитной ленте и визуализировался 


на ленточном самопис- 
це. Счетчик скорости регистрирова г. 


Л частоту пульса и дыхания в 
течение предшествующего 60-секундного интервала. Все данные 


обрабатывали вручную путем подсчета каждого ОВ$ и дыхатель- 
ного комплексов. Приводимые данные представляют собой средние 
значения, полученные при 20—30 последовательных измерениях, 
проводимых с интервалом в | мин. 

Интенсивность синдрома абстиненции оценивали по методу 
Химмельсбаха [4], в котором пункты предназначены для обозна- 
чения слезотечения, ринореи, зевоты, расширения зрачков, тремо- 
ра, суетливости, потения, вставания волос дыбом, рвоты, увеличе- 
ния систолического давления крови, температуры и скорости ды- 
хания. В качестве базальных значений для последних трех наблю- 
дений использовали средние значения 5 измерений, проводимых с 
3-часовым интервалом в течение первых 24 ч после последней до- 
зы метадона. Количественную оценку интенсивности синдрома аб- 
стиненции получали, суммируя пункты [4], что давало величину 
подсчета интенсивности абстиненции (ПИА). Величину ПИА опре- 
деляли с интервалом 0,5—1 ч в течение периода инфузии и с час- 
тыми интервалами в течение остальной части дня. Кроме аа я 
циентов часто просили рассказать о своем состоянии В Е 
субъективного состояния в данный момент [12]. Была Виа: 
на порядковая шкала самочувствия (ШС) со сле ен, 
циями: очень хорошо, хорошо, средне, слегка т, 9—1 
Плохо; этим градациям были даны оценки +2, ть 
—3 соответственно. 


риод инфузий телемет- 
Три кожных электрода 


ПРОТОКОЛ 


екращался в утро 
Прием всех лекарственных препаратов пр кр 


ь тазепам в дозе 10— 
ты дня, когда начиналось а дн давалась 
мг вводили в 93.00. В случае 


я .00. Внутривен- 
доза морфинсульфата (7,5—10 мг) между 24.00 и 6.0 р 


ь, Когда 
ачинали в день, 
ную инфузию, продолжавшуюся 2—9. Зе ктов — значение, 


р 20 пун 

значение ПИА достигало или превосходило 20 5 [4]. Через 1 ч 
характеризующее абстиненцию Средне’ ‘с ледовательные серин 
после начала инфузии предпринимали те каждого периода в 
ИЗ 4—7 периодов по 30 мин каждый. а исследуемый препарат, 
инфузионный резервуар добавляли, т вание для инфузии а 
ибо фи й раствор. ‚ были неизвестны мо- 
о" так что пациенту бы 
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оторые проводилось введение препарата ь 
вора. Значения ПИА и ШС оценивали. 
Наблюдатель, который был осве 


менты времени, в К 
физиологического раст 










валом в 0,5—1 Ч. о “ДоМлен 83 
ти исследования, ВОЕН В КАКО ее во. ы Я 
дятся препараты, проводил с интервало\ . Ч субъективную =. Й 
оценку их действия. НЕ И 
ва 1 
Результаты 8 
гв 
Основные объективные измерения, проведенные в течение р. И 
8 дней исследования, приведены на рис. 1. Следует подчеркнуть = в сы 
несколько моментов: наиболее важно отметить, что оценки произ- Е д: 
водились не в какие-то фиксированные моменты времени, а так, № 
что интервалы между измерениями варьировали от 20 мин до 13ч. гта 
30-минутные интервалы соответствовали инфузиям на 6-й и 8-й т 90 
дни. Вертикальная стрелка около названия препарата указывает 53 Я 
на внутримышечное введение этого препарата, а короткая горизо- — ь - 
тальная стрелка обозначает 30-минутный период, в течение кото- › ы Др 
рого проводилась инфузия исследуемого препарата. Длинные гори- | >. Г.Г 
зонтальные стрелки, соответствующие 5, би 8-му дням, указывают 50 
на период инфузии глюкозы. 315 ы 
Отчетливо видно, что ожидаемое повышение значения ПИА, 
пульса, давления крови, температуры и скорости дыхания наблю- Н %5 
даются через 48 ч (3-й день в 11.00) после того, как прекращают к 160 
вводить метадон. Морфинсульфат в дозе 10 мг вводили внутри“ $ 
мышечно в 3.00 на 5-й день; непосредственно перед введением . 
препарата никаких формальных измерений не проводили. Низкие ^ 
0 ПИА и скорости дыхания спустя 3 ч (не показано) и8ч у 
сульфата в а Ч после внутримышечного введения мор ом ль 
наруживае ‚0 мгв 3.00 на 7-й день действия на ПИА не \ 
тся и скорость дыхания остается высокой 
с и глюкозы между 18.00 и 21.00 на 5-й день не связайа | Че 
ской абетиненщии Ви а, тор Де — 
добавляли в той инфузии физиологический Р у “в 
1 резервуар с интервалами в 30 Примерно чеР к а 
м после добавления физиол И о отмети И 
улучшение состояния и ук огического раствора пациент бить. к ея 
н9 (ШС=0), тогда а что чувствует себя почти нор было о 
равно —2. Независимый ые ранее значение ШС У их и 
кратковременное НЕ, людатель отметил минима кей 
течение шести 30 ®. На 6-й день инфузию прово ис. 2 


—Е. 30 мг НЫ периодов, обозначенных На Р тече- 
рого ак В вводили с постоянной скоростью В ния 
фина ен. у Как показано на рис. 1, в ходе ввеле „. 

и изменени ИА и скорость дыхания снижались, "сз 

Я сохранялись в течение по крайней ме 





Субъек г объек. 
убъективные и объективные эффекты В-энд 
-эндорфина 


0 не 79 ме 
10 мг В-энбор- в 
норфенсульфата, фина. г = =”. 
р ино морфина 
Инрузия 5 И Ни 


> 


Отсчет 
интенсивности 
абстиненции 


сть дыхания, 
РИЧИ 


бора 
быхани 





упр/мин 
333 
РОЯ 
} 
} 


О Узстота пулься, 
29 
$ 
И 


„Давление прови, 
(мм рт. вт.) 
оз о 
заза 
200 ЕЕ 1 


а Изменения физиологических показателей и отсчета интенсивности абсти- 

риз (ПИА) в течение 8 дней после приема последней дозы метадона. 

онтальные линии, соответствующие каждой шкале, приводят в соответствие 

данные с днями и часами, в которые проводилось наблюдение, при- 

с, диастолическое давление крови. Горизонтальными и вертикальными 
релками п 


ак 
Описано в тексте. 


о .00). Во время введения В-эндорфина и сразу после введения 
ли ть отмечено существенных изменении пульса, давления крови 
пос,  Мпературы. Между шестью (18.00) и десятью (22.00) часами 
° введения В-эндорфина наблюдали снижение и пульса, и час- 


221594 
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Время инфузии 
ов гдЕ 
АН 





Зистоте бытания, (мин 





10 2,0 5,0 4,0 9/0 6,0 
Время, у 


Рис. 2. Изменение частоты дыхания в течение и после четырех часов внутривен- 
ной инфузии водного раствора глюкозы. 


Данные представляют собой среднее значение == средняя ошибка для ели 
10-минутного периода. Физиологический раствор (3,0 мл) добавляли к инфузио 
ному резервуару в начале периодов А 


и В—Еи 30 мг В-эндорфина добавили 
в начале периода Б. 
Б — 30 мг В-эндорфина, А, В —Е — физиологический раствор. 


тоты дыхания. Результаты измерения частоты дыхания более под- 
робно приведены на рис. 


2; легко видеть, что в конце периода 
инфузии В-эндорфина част 


изио- 
но, что в течение периода инфузии $! 
логического раствора на 8-й 

существенных изменений д 
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место постепенное увеличение значения 
| волов инфузии отмечалось заметное 
ак более подробно показано на рис. 
хания в течение периодов А и Би резко 
ния в течение периода В. 


руб рективные ошущения и другие эффекты, наблюдаемые во 
время инфузий физиологического раствора и В-эндорфина, сумми- 
рованы в табл. | и 2. В табл. 1 время 0 соответствует началу пе- 
риода Б на рис. 2, а в табл. 2 время 0 соответствует началу пе- 
риода А на том же рисунке. В течение 30-минутного периода, пред- 
шествующего введению В-эндорфина, пациент не отмечал у себя 
каких-либо улучшений при абстиненции умеренной силы (ШС= 
=—2). Во время инфузии В-эндорфина пациент казался спящим; 
после пробуждения в конце периода инфузии (0,5 ч) пациент без 
наводящих вопросов пожаловался на сухость во рту и указал на 
субъективное улучшение самочувствия. Пятнадцатью минутами 
позже он отрицал ощущение каких-либо признаков абстиненции, 
и единственными объективными признаками были редкое миокло- 
ническое вздрагивание и зевота. Через 1 чон указал, что симпто- 


ПИА. В течение ранних 
снижение частоты пульса 
3, увеличение частоты ды- 
е снижение скорости дыха- 





и 


ПИ 


к" „Время инфузии 










15 










энетети вижания, нии 


5 






ея Изменение частоты ес 7 а потер 

] т водного ВА редиер значение 8$ тия, обавляли ия нфузио 
“минутного периода Физиологическ й раствор \®» 

вм Резервуару в начале В одог 

ульфае периода Ж. А-Е— 


22. 


— ческий раствор, 
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Таблица | 
Хронология сообщений пациента и результатов наблюдений 
во время инфузии В-эндорфина и после этого периода 


и 














Часы Сообщения и наблюдения 









—0,25 ПВУ Шкала самочувствия: —2, головная боль, боль в боку 
Нб  Миоклонические судороги, некоммуникабельность, обильные 
выделения из носа, напряженный, настороженный 
0,002) Нб Глаза закрыты, 1—2 миоклонические судороги в минуту 









0,25 Нб Проснулся после легкого сна 
ПВ Минимальное облегчение абстиненции 
0,35 Нб Легкий сон, легко прерываемый для измерений, сонный, рас- 






слабленный, минимальные физические признаки абстиненции 
0,50 СС — Сухость во рту 
ПВ «Теперь лучше», отсутствует боль в боку, облегчение, чувство 
комфорта, отсутствие головной боли 
0,75. |-- ПВ Жалоб нет, «это полностью прошло», жажда, шкала самочув- 
ствия; 0 
Нб Очень разговорчивый, без настороженности, дружелюбный, ми- 
нимальные физические признаки абстиненции, пьет ХОЛОДНЫЙ 
















чай 
1,00 СС «Это возвращается», шкала самочувствия: —1 
Нб Принимал пищу во время ленча 
1,5 Нб Очень разговорчивый, дружелюбный, бодрый 
ПВ — Шкала самочувствия: 0 
5 6.5 Совершенно нормальный, «прекрасное самочувствие», шкала 








самочувствия: +2 
ПВ Не нужно ничего, похожего на героин 

























4,0 СС Прекрасное самочувствие, шкала самочувствия: +2 
: Нб Выполнил физические упражнения, изредка зевает, разговор- 
чИВ 
6,0 ПВ Шкала самочувствия: 0, головная боль 
Нб Расслабленный, разговорчивый, минимальные признаки абс- 
тиненции 
10,0 ПВ — Шкала самочувствия: 0 
Нб  Расслабленный, смотрел телевизор, редкие моноклонические су- 
дороги 






!) СС — самопроизвольное сообщение; ПВ — прямой вопрос; Нб — наблюдения. 
2) Начало периода Б. 








мы возвращаются, но через 1,5 ч он: 
сказал, что чувствует себя лучше, 
гимнастику. Между 2 и 10 ч после в 
наблюдались зевота и миоклоническ 
нако, казался спокойным, дружелю 
блюдатель (с использованием слепого метода) сообщил, что вве- 
дение препарата подавило абстиненцию, и специально отметил, что 
пациент кажется менее возбужденным. Через 15 ч после введения 
В-эндорфина сиделка отметила, что пациент стал беспокойным И 
суетливым; ему дали 7,5 мг морфинсульфата. 





1 опять исчезли. Через 4 ч он 
чем обычно, и начал делать 
ведения В-эндорфина изредка 
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Пациент отрицал наличие каких-либо субъектив 
ний, вызванных введением В-эндорфина, помимо а 
стояния, и особенно отрицал наличие эйфории а т 
люцинаций. Он не мог идентифицировать никаких а. я 
дорфина, сходных с каким-либо из эффектов ти в: 
тиком. Обзор симптомов не выявил ИКАКИХ ЛОИОДНИТЕНЬЯ 50 
фектов препарата, и мы не наблюдали каких-нибудь ее Е: 
движений или изменений рефлексов. : Е 

Пациент сообщил также о субъективном улучшении сос 
ния в период инфузии физиологического раствора (табл. 2) В Че: 
чение первого часа он казался спящим, и его сон прерывался Н 
кими миоклоническими вздрагиваниями. В конце первого ан, он 
отметил определенное улучшение, продолжавшееся примерно 
15 мин. Это заявление совпадало по времени с увеличением частоты 
дыхания. В течение последующих двух часов его сообщения указы- 
вали на умеренные симптомы, что отражало улучшение его субъек- 
тивного состояния по сравнению с тем состоянием, которое было 





Таблица 2 


Хронология сообщений пациента и результатов наблюдений 
в период инфузии физиологического раствора 





Сообщения и наблюдения 





Шкала самочувствия: —2, озноб 

Зевота, риноррея, беспокойство, случайные миоклонические 
судороги, с трудом вовлекается в разговор 

Случайные миоклонические судороги 

Без изменений, «усталость» 

Глаза закрыты, накрылся одеялом 

Легкий сон 

Озноб и головная боль, «в остальном нормально», «самочув- 
ствие ненадолго стало хорошим», «определенно лучше», шкала 


самочувствия: 0 
Разговорчивый, зевота, облегчение 
Разговорчивый, речь связная, облегчение, зевота, редкие мио- 


клонические судороги к 
«Это теперь возвращается», «все начинается снова», шкала 


самочувствия: —1 $ { 
«Чувствую себя хуже», боли в боку, головная боль, шкала са- 


мочувствия: —1 : Е. 
Зевота, беспокойство, риноррея, снижение коммуникабельности 
Никаких изменений по сравнению с 1,75 

«Может быть, полегчает», не нужно ничего типа героина», 
‹я еще болен», шкала самочувствия: —1 

Потливость, зевота, дружелюбен, легко вступает в разговор, 
речь связная, не голоден, редкие миоклонические судороги 














и 
ачало п 
2 ериода А. ; = } 
) СС — самопроновольное сообщение; ПВ— прямой вопрос; Нб — наблюдение. 
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у него перед инфузией. Все это время Е продолжали наблюдать 
признаки умеренной абстиненции. Следует отметить, что снижение 
частоты дыхания в течение периода В было равно по величине 
уменьшению частоты дыхания при введении В-эндорфина. Наблю. 
датель с использованием слепого метода отметил четкое снижение 
абстиненции при инфузии физиологического раствора. При срав- 
нении с результатами, полученными при введении В-эндорфина, 
наблюдатель отметил, что величина эффекта физиологического 
раствора была такой же, как и В-эндорфина, но продолжительность 
ответа на физиологический раствор была значительно короче, 


те 
ини, СОПроое 
Обсуждение ‹ 
Главным доводом в пользу того, что В-эндорфин обладает спо- : 
собностью подавлять абстиненцию у человека, является снижение 
частоты дыхания и значения ПИА, сообщение пациента об улуч- в 
шении самочувствия и сообщение наблюдателя (по слепому т С 
методу) о состоянии пациента в течение 30 мин после введения : 
В-эндорфина. Однако, поскольку мы показали, что инфузия физио- и, 


логического раствора также может приводить к заметному улуч- 
шению субъективных и объективных параметров, очевидно, что 
вопрос этот нуждается в дальнейшем исследовании. 

При рассмотрении всех оцениваемых нами параметров нарко- 
тической абстиненции наиболее четким индикатором возможного 
действия В-эндорфина оказывается частота дыхания. Мы не наб- 
людали сокращения зрачков, и эйфория также не была отмечена. 


Результаты этого исследования и исследования других четырех 
пациентов не выявили каких- 


либо острых неблагоприятных эффек- 
тов В-эндорфина. 

Приняв, что В-эндорфин оказывал-таки действие на нашего 
пациента, рассмотрим теперь вопрос о продолжительности эффек- 
та. Наблюдая за поведением пациента, мы пришли к выводу, что 
его состояние улу д по крайней мере 6, а может 
быть, и 10 ч. В о, что зевота и миоклонические 




















































































предпринял попытку самостоя’ 


тельного приема кодеина на 7-й день, уменьшает, но не исключает 


такую возможность. 
виды Вр НоваНии молярных отношений, вычисленных по БЕ и 
т», т ьгезии, внутривенно введенный В-эндорф ы | 
тривенно А. УНОВ В 3—4 раза более эффективным, чем — 
о денный морфин [14]. Если предположить, что так 

рное отношение годится для подавления абстиненций У 





































Субъективные и объективные э 
ффекты В-эндо 
ловека, то получаетс оф е 
м орфинсул с и - 
10 мг мор ульфата, равна приблизител ть о а ая 
доза использовалась в наших исследовани ЬНО 30 мг; именно такая 
Второго пациента исследовали по а 
лученные результаты оказались оверано ты 
ными здесь; у второго пациента также о а 
и на физиологический ВОО Е и 
ста чев И 
способности ЕО мени НеСомненных Дан ых о 
я НЕ подавлять наркотическую о ь 
время наши усилия на АЕ и а настоящее 
т ина г ег на получение кривой ЖЕ 
фина и его влияния а обе НЕ ные рзидор- 
стояния, сопровождающиеся болевыйн оо О 


* * 


* 


Мы в 
а раем свою признательность Патриции Сандерс за 
ри клинических исследованиях и за перепечатывание 


рукописи. 
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ОПОСРЕДУЮТ ЛИ ЭНДОРФИНЫ 
АКУПУНКТУРНУЮ АНАЛЬГЕЗИЮ? 
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(В. Ротегап2) 
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от 
Мы начали акупунктурные исследования в 1974 г. путем вне- 19 


Ё : Е рить СМЫСЛ В 
клеточной регистрации электрических сигналов от нейронов боле- 

вого тракта спинного мозга кошки (рис. 1). В норме при дотра- 
гивании до кожи клетки пятого слоя спинного мозга продуцируют 
низкочастотные импульсы (около 50 имп./с), которые передаются 
в высшие отделы мозга. Когда стимуляция кожи оказывается дос- 
таточно сильной, чтобы вызвать болевые ощущения, частота им- 
пульсации этих клеток увеличивается (до 400 имп./с), что служит 
для мозга сигналом о большой интенсивности стимулов [7]. Таким 
образом, частота импульсации этих клеток спинного мозга отра- 
жает интенсивность стимуляции кожи. На рис. 2 показана диа- 


грамма измерения скорости импульсации одной из клеток пятого 
слоя. 












частоты импульсации, вызываемой боле- 
выми стимулами; реакция клеток на легкое касание кожи при этом 
не изменялась (рис. 2, Б). ифицировался, тогда 
акупунктуры дости- 
(среднее значение, 








легчение боли при м | 
угих ощущений (например, ощущения дотр 
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гивания). Недоумение, однако, вызывали у на 
дывание эффектов акупунктуры (10 мин) и длительное время вос- 
становления (60 мин). Такие временние параметры не соответство- 
вали простым ингибиторным механизмам нервов, которые обычно 
заканчиваются в доли секунды. Эти длительные временные пара- 
метры напоминали результаты клинических наблюдений в Китае, 
где иглоукалывание пациентов продолжалось в течение 20 мин 
до начала операции. Кроме того, в исследовании, проведенном в 
Швеции с использованием тщательных контролей, сообщалось о 
постепенном возникновении акупунктурной анальгезии в течение 
60 мин иглоукалывания (они измеряли болевые пороги на зубах 
добровольцев — учащихся стоматологического отделения) [2]. Бо- 
лее того, анальгезивное состояние в их исследованиях сохранялось 
в течение 35 мин после удаления игл. 

Этот вызывающий недоумение промежуток времени начал 
обретать смысл в 1975 г.: в связи с открытием эндорфинов мы 
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могли постулировать, что акупунктура вызывает медленное высво- 
бождение эндорфинов, которые в свою очередь обусловливают 
анальгезию. Для проверки этой гипотезы мы инъецировали внут- 
ивенно налоксон (0,3 мг/кг) 9 кошкам, чтобы попытаться пода- 
вить действие акупунктуры на клетки спинного мозга. Каждый 
нейрон анализировался в соответствии со следующим протоколом: 
а) исходный контроль; 6) 30 мин акупунктурного воздействия: 
3) 60 мин восстановления; г) инъекция налоксона (0,3 мг/кг в/в) 
‹ последующим вторым 30-минутным акупунктурным воздействием 
ид) 30 мин восстановления. На рис. 4 показана полная блокада 
эффектов акупунктуры, вызываемая налоксоном в единичной клет- 
ке. На рис. 5 показаны усредненные результаты, полученные с на- 
локсоном на 9 клетках. 

Для дальнейшей проверки этой гипотезы мы разработали при- 
мер акупунктурной анальгезии на бодрствующих мышах; мы из- 
меряли латентность писка у мышей, подвергнутых воздействию 
торячей лампы. Двадцатиминутная акупунктура вызывает увели- 
чение латентности писка (анальгезия), причем этот эффект блоки- 
руется налоксоном (1 мг/кг, внутрибрюшинно). На рис. 6 пред- 
ставлена временная зависимость этих результатов. Показаны так- 
же два контрольных эксперимента. Одной группе мышей вводили 
внутрибрюшинно физиологический раствор, и это не подавляло 


90 


80 


а 0 2090 #99“ 


купунктира 
Время, мин 


Рис. 3. ьсов, вызванных болевыми стиму- 


лами, Акупунктура снижает число импул 
. ток усредняли 
аждую клетку прослеживали в течение 60 мин и а и 
ош построения этого графика. Вертикальные черто окна 
ибку. Акупунктура продолжалась 30 мин. По оси ор 


им ь 
Пульсации клеток в % от исходной. 





348 Б. Помераяц 





ного мозга. Упунктуры на одиночный нейрон спин» 


| : Рис. 4. Налоксон блокирует действие ак 
| Осциллограммы получены, как и на рис. 2. 30-мин 


я тный ответ оказывается Та- 

ким же, как и исходный, поскольку акупунк у 
т - 
ного введения налоксона. Упунктуру проводили на фоне внутривен 


й группы мышей ложная аку“ 
пунктура в неакупунктурные Участки не вызывала ми 


сриментов были опубликованы 


Е Ра [5] о ок- 
соном акупунктурной анальгезии У о блокировании = а 
опубликованы в полном объеме [6]. - Недавно эти да 








сы 
ге 


9 
в. 
80 


Налоксон 





7 


------------- 


| | ра | ЕЕ 
с 0 20 90 40 50 80 90 100 10 10 9 40° 150 
А Акупунктиура “ ^ Акутунктура “ 
Время, мин 





Рис. 5. Налоксон блокирует действие акупунктуры на 9 нейронах спинного моз- 
га кошки. 

Каждая клетка прослеживалась в течение 150 мин; средние значения (и средняя 
ошибка) представлены на графике так же, как на рис. 3. Д — достоверно на 
уровне 0,05 (используя парный тест значимости Вилкоксана) при сравнении каж- 
дой точки со значением 100%. Налоксон вводили в течение второго сеанса 
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Рис. 6. Налоксон блокирует у бодрствующих мышей акупунктурную анальгезию, 
тиениваемую по латентности писка при болевых стимулах. Ве ые ТрЕТОлЬ- 
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НИКИ — акупунктура = инъекция физиологического раствора. СР 
кожная акупунктура. Темные треугольники — акупунктура + на г ых 
иная построена ва основании средних значений, а. Увеличение т: 
ктура начиналась во время © и Пек ужки, верхняя линия), 
сти писка, вызванное акупунктурой (темные м 

ляется налоксоном (темные треугольники, нижн 
















Гипофизэктомия 


Эксперименты с налоксоном свидетельствукньв Пользу гипо- р) 
тезы об опосредовании эндорфинами акупунктурной анальгезии, но 
отнюдь не доказывают ее правильности — не исключено, Что на- 
локсон оказывает какое-то еще не известное нам действие, не 
имеющее отношения к опиатным рецепторам. В связи с этим МЫ 
предприняли другую серию экспериментов оез использования на- 
локсона, с тем чтобы выяснить, действительно ли эндорфины не- 
обходимы для эффектов акупунктуры. В одном эксперименте мы 
провели у мышей гипофизэктомию и обнаружили, что при этом 
подавляется акупунктурная анальгезия (рис. 7). У мышей с лож- 
ноудаленным гипофизом эффект акупунктуры сохраняется [9]. 
Поскольку гипофиз является главным источником В-эндорфина 
[4], можно предположить, что в механизмах, обусловливающих 
развитие анальгезии при акупунктуре, участвуют гипофизарные 
эндорфины. 
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Генетические исследования 


Леатпентностпь, 


Другая проверка гипотезы была предпринята с использова- 
нием генетических исследований. Как указывают Барон и др. 
[3], линия мышей СВХК характеризуется дефицитом опитатных 
рецепторов, о чем свидетельствует низкая чувствительность к мор- 
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Рис, 8. Генетические исследования, показывающие, что У мышей С57В/Ву 
(верхняя кривая) развивается акупунктурная анальгезия, а у мышей СВХК 
(нижняя сплошная кривая) — нет. 

Точечная кривая показывает эффект сочетания налоксона (1 мг/кг, подкожно) 
и акупунктуры у мышей обеих линий. 


фину Ш \уо и низкая рецепторная активность т УЙго, определя- 
вмая с помощью радиорецепторного теста. Поскольку эти мыши 
Получены путем обратного скрещивания, мы могли использовать 
Родительские линии в качестве контроля; мыши одно» из роди- 
тельских линий С57ВГ./Ву характеризуются нормальной чувстви- 
тельностью к морфину и высокой рецепторной активностью Ш \1У0 
ты На рис. 8 показаны предварительные результаты я в 
ических экспериментов с акупунктурон. У мышей С5 наблю 
дается нормальная акупунктурная анальгезия, блокируемая на- 
с. ОНОМ, тогда как У мышей СВХК после акупунктуры развива- 
я. только слабая анальгезия, либо анальгезия не наступает сов- 
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Рис. 9. Схематическая иллюстрация рабочей гипотезы. Знак плюс означает в03- 


‘буждение, а знак минус — торможение. Э в кровеносных сосудах ® В-эндорфин, 


в синапсах среднего мозга — энкефалин. Э — эндорфины, Н — интернейров, 


П — периакведуктальное серое вещество, Г — гипофиз, Ш — шов, С — сенсорный 
рецептор. 


акупунктуре. Предварительные результаты, полученные на 10 мы- 
чпах. с помощью радиорецепторного теста, не выявили изменений 
в общем содержании эндорфинов мозга после 30 мин электроаку- 
пунктуры. В других докладах, представленных в этом издании, 
приведены данные об увеличении содержания эндорфина в СМ. 


‘человека после акупунктуры [10] или стимуляции мозга [1]. 
„В настоящее время мы проводим измерения содержания эндорфи- 


нов в крови и СМЖ мышей и кроликов. 


Заключение 


Совокупность приведенных результатов (данные по налоксо- 
ну, результаты гипофизэктомии, генетические данные и результа- 
ты анализа СМЖ) убедительно свидетельствует в пользу гипотезы 
об участии эндорфинов в акупунктурной анальгезии. е 

Наша рабочая гипотеза отражена на рис. 9. Акупунктура ЕЯ 
тивирует глубинные мышечные рецепторы, что побуждает ао. 
ную систему высвобождать эндорфины из гипофиза (или о. 
мозга). Гипофизарные эндорфины высвобождаются в кровь к. но- 
вращаются в мозг для блокирования синаптической передаче нем 
жтицептивном тракте. Возможно также, что эндорфины В СР 
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мозгу служат медиаторами системы контроля боли, и этот цен 
альный регуляторный механизм может быть активирован ея 
пунктурой. у 
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ЛОКСОНА НА ВЫЗЫВАЕМУЮ АКУПУНКтур 
АНАЛЬГЕЗИЮ У НАРКОМАНОВ 


ВЛИЯНИЕ НА 


ой 


Е. МАЛИЦИЯ, Дж. АНДРЕУЧЧИ, Р. СЕРБО, Дж. КОЛОМБО 
(Е. Маша, С. Апагеисст, В. Сего, @. СоотЪо) 


Как показали Померанц и Чиу [7], электроакупунктура бодр- 
ствующих мышей вызывает анальгезию к болевым тепловым сти- 
мулам, выражающуюся в 54%-ном увеличении периода латентно- 
сти. Подкожная инъекция налоксона полностью предотвращает эту 
анальгезию, что указывает на участие эндорфинов в этом процес- 
се. Налоксон, вводимый контрольным мышам, вызывает гипера- 
нальгезию у 17$ животных, свидетельствуя о выделении эндорфи- 
на у нормальных мышей |[7]. Эти авторы пришли к выводу, что у 
контрольных мышей эндорфин высвобождается с низкой базаль- 
ной скоростью и что эта скорость резко увеличивается под влия- 
нием акупунктуры. Впервые гипотеза о роли эндорфинов в эффек- 
тах акупунктуры была предложена Мейером [5]. В другой работе 
Померанц и др. [8] предположили, что сходную анальгезию вызы- 
вают эндорфины, высвобождающиеся из гипофиза. Мейер и др. 
[6] показали, что налоксон противодействует повышению болево- 
го порога у здоровых людей, подвергнутых игловой акупунктуре 
без какой-либо экектростимуляции. Было показано, что налоксон 
ны анальгезию, индуцированную электростимуляцией пери- 

рикулярного серого вещества на уровне задней комиссуры 
среднего мозга у животных [2] и у человека [1]. С другой сторо” 


н й х 
го данным Вайссмана и Др. [9], налоксон не противодействует 
езии, индуцированной гипнозом. 


Методы электроакупунктуры для лечения 
наркоманов 
Элек ь 
табака в пре ра была применена к заядлым курильщика 
кам [3, 4]. Для И (Саппав15), наркоманам и алкогол 
м двух о ЗАОВ применяли стимуляцию и ь 
соматичес точек 0 (лего) и 191 (НпЕ), а тт: 
по), УВ (Сво ких точек, а именно 1\УВ (Тгопя-Тзе 


ае-Коц), 25\7В (Тзие-Мепп), 4СТ (Во-Кои) и 2961 
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(упе-З1апе). Последние две точки стим 


Улировали элек 
помощью аппарата Эспасктапп Еес+го ее. 


Трегару Опй 5, 10 . 
чение 15—20 мин, используя частоту 30—60 в Е 


таточно низкое, чтобы не вызывать у пациентов болевых о 
ний. В некоторых случаях мы применяли игольчатую стимуляцию 
двух точек «снятия беспокойства», а именно А] и А2, Эту проце- 
дуру применяли дважды в неделю, так что полный курс включал 
4—8 стимуляций. 

Для воздействия на алкоголиков и наркоманов мы использо- 
вали другие точки рефлексотерапии и иные методы электростиму- 
ляции, как описано в соответствующей статье [3]; в этих случаях 
продолжительность периода стимуляции была больше. 

Настоящее исследование представляет собой сравнительное 
изучение влияния налоксона (ампулы Магсап, 0,3 мг Еп4о ГаБз) 
на пациентов с акупунктурной обработкой; контролем служили 
те же пациенты, получавшие вместо налоксона физиологический 
раствор. Исследованная группа включала в себя 15 заядлых ку- 
рильщиков табака, 5 заядлых курильщиков препаратов конопли 
и 5 алкоголиков. Мы не включили сюда наркоманов из-за абсти- 
нентного синдрома, возникающего при резком прекращении вве- 
дения наркотика. Пациентам, у которых вырабатывали отвраще- 
ние к табаку, препаратам конопли или алкоголю, вводили внутри- 
венно Магсап в дозе 0,8 мг за 5 мин до прекращения акупунктур- 
ной стимуляции. При последующем акупунктурном воздействии те 
- пациенты получали по 2 мл физиологического раствора за 

мин до прекращения сеанса. р 

Ниу и. пациентов, получавших налоксон, не я 
лось обычного отвращения к привычному яду аж 
конопли или алкоголь); на деле у ино Чо = ое 
ность в привычном яде немедленно ВОтаВОВялаЬ пах 2 
У алкоголиков и курильщиков табака был ета (курильщика 
У курильщиков конопли. Только У одного а вызвало аналогич- 
табака) введение физиологического раствор батывалась обычная 
ное действие; у остальных 24 пациентов выраба 
реакция на акупунктуру- ыво- 

На вова поведенного ты а 
Ду, что налоксон подавляет отвращение ны из полученных ре- 
батываемое акупунктурой. Более того, и те выработка отвраще- 
Зультатов, можно сделать Оно или других опиоид- 
Ния опосредуется высвобождением о ляции наркоманов. Ска- 
ных пептидов после акупунктурной оиму 
занное, однако, является только гипотезой. 


щуще- 


Е * 
* 


«Епа 
Мы выражем благодарность ре 
предоставленный нам Магсап. 


о Согр» за любезно 
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МОРФИНОПОДОБНЫЕ ФАКТОРЫ 
В СПИННОМОЗГОВОЙ ЖИДКОСТИ ПАЦИЕНТОВ 
С ГОЛОВНЫМИ БОЛЯМИ 


Ф. СИКУТЕРИ, Б. АНСЕЛЬМИ, Ц. КУРРАДИ 
С. МИЧЕЛАЦИИ, А. САССИ 


(Е. Зсщей, В. Апзеши, С. Сиггадь, 
$. Мепеасс, А. $а331) 


Идиопатические головные боли, включая мигрень, представ- 
ляют собой одно из наиболее распространенных заболеваний, обя- 
зательным симптомом которых является боль. Обычно считается, 
что такая боль имеет периферическую природу и обусловлена сти- 
муляцией сосудистых и мышечных ноцицепторов, а также ноци- 
цепторов скальпа и мозговой оболочки; согласно наиболее распро- 
страненной гипотезе, головная боль вызывается расширением не 
которых артерий мозга. Главным аргументом в пользу такого те- 
зиса может быть облегчение боли сосудосуживающими агентами, 
такими, как эрготамин [12]. Поскольку у здоровых людей расши- 
рение сосудов не вызывает головной боли, есть основания думать, 
что эрготамин может действовать с помощью других механизмов 
помимо сосудосуживающего. Высказывалась гипотеза © р 
ном участии нейромедиаторов, и в частности серотонина, Е 
ку было показано, что препараты, обладающие антисеротониво т 
действием, облегчают идиопатическую головную боль ( ) о 
В последнее время в противовес общепринятой Нар 
теории высказывалось предположение о ПиралЕн». ЕН 
лей при ИГБ; согласно этим взглядам, четко аня коб 
тический профиль ИТР а а я ни новы 
центральной боли [6, 7]. Другими словами, функци ЕЕ 
тивной системы может быть нарушеви г РЯ ламиченкосо синд- 
щих повреждений, как в случае ие о в случае биохи- 
рома (органическая центральная боль) [ 1: ентральная боль) 
мических отклонений от нормы (неорганическая ой системе рас- 
И оакоаность серотонина в атиНои и "бпохимическая при- 
сматривается в связи с этим как зоЗОЖНАЯ ой системе как 
чина ИГБ [8]. Представление ой ыы отонина, кажется не- 
мишени, по которой бьет недостаточность сер ри та серотони- 
адекватным вследствие облегчения боли антаг воречат данные о 
на, но этой кажущейся неадекватности Рыб при испыта- 
том, что эрготамин и другие антагонисть, О а гических пере- 
нии в клинических дозах не подавляют серотон | 
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дач ни у животных, ни у человека ПП]. В отличие от Эрготамина 
который резко облегчает ИГБ, но не оказывает действия на дру. 
гие боли, морфин оказывает слабое или нулевое влияние на миг. 
рень, но является, как известно, наиболее активным анальгетиком 
при других периферических болях. 

Морфиновая анальгезия у животных зависит от снижения до 
минимума содержания серотонина в определенных участках мозга 
[3, 4, 9]; в связи с этим можно думать, что взаимодействие се Ю- 
тонина и морфина подтверждает гипотезу о роли недостаточности 
серотонина в ИГБ. Слабая морфиновая анальгезия при мигрени 
и обнаруженное позднее существование в мозгу опиоидных пепти- 
дов, как возможных модуляторов антиноцицептивной системы, 
заставили нас исследовать возможное участие морфиноподобных 
факторов в ИГБ. 

Образцы спинномозговой жидкости (СМЖ) получали у четы- 
рех пациентов с ИГБ, находящихся в госпитале при отделении 
клинической фармакологии, и от трех не испытывающих других 
болевых ощущений пациентов с неврологическими заболевания- 
ми, не связанными с ИГБ. У всех пациентов проводили диагности- 
ческую спинальную пункцию. В течение почти что 10 дней ни од- 
ному из пациентов не вводили никаких лекарственных препаратов, 


ва исключением указанных в табл. 1. Препараты СМЖ получали 
при хронической (ежедневной) головной боли в период ее обост- 


-рения. У больных с ИГБ препараты СМЖ получали в течение 
асимптоматического периода. 


Таблица 1 
Морфиноподобные факторы в СМЖ людей, 


страдающих и не страдающих головными болями 




















Пациент 
— о Содержание а 
возраст пол ЕЕ м 
Ф. К. 32 ж Хроническая ежедневная 2,0 
головная боль? 
РЕ, 51 М [9 9:3 
А. Л 46 М » 3,5 
о > 
На ры е Ж Мигрень (свободный период) 13,1 
а > Ж | Эпилепсия 7,7 
ша 2 М трофия мозга 11,4 
. Ж [Синдром Гуиллейна — Барре 55,4 











у В период обострения. 


) Получал Ддифенилгидантоин и мефоб. 


Сразу после пол 
личные фракции: пе 











арбитал. 


Пей 


р |. Отоутетвие деграл 
товой жидкости, 


а вторую заморажие 
экефалина п уЦго. 


Хуб 
а м в СМЖ 


Морфиноподобные факторы в СМЖ при головных болях 


160" Время, мин 


рт СМЖ от больных СМЖ от бальные 
м Водах 7 с головными ман без головных болей ` 


Рис. 1. Отсутствие деградации ш Уйго (37°С) ЗН-мет-энкефалина в спинномо3- 
говой жидкости. 


а вторую замораживали для оценки возможной деградации мет- 
энкефалина ш уЙго. В этих экспериментах 3ЗН-мет-энкефалин ин- 
кубировали в СМЖ при 37°С в течение 3 ч при концентрации 
10-3М. Через различные интервалы времени аликвоты инкубаци- 
онной смеси в 10 мкл анализировали методом тонкослойной хро- 
матографии. Тонкослойную хроматографию проводили на плас- 
тинках с силикагелем, используя следующую систему растворите- 
лей: бутанол — вода — метанол — 9-меркаптоэтанол в соотноше- 
нии 40 : 30 : 10: 0,1. Распределение радиоактивности на пластинках 
определяли путем жидкостного сцинтилляционного просчета со- 
скобов различных зон. 

а. результаты показаны на рис. № Видно, что эН- 
мет-энкефалин не метаболизируется В СМЖ, полученной 5 от 
пациентов с ИГБ, так и от пациентов © неврологическими за оле- 
Е В самом деле количество пептида не изменяется после 

Ч 

о. приведено общее содержание морфиноподобных 

факторов (МПФ) в СМЖ, выраженное в ПМОЛЬ эквивалентов мет- 


энкефалина. 
Наиболее низкое содержание р = Е 
СМЖ пациентов, страдающих ГОлОВНЫ 1 иж ы С ает го 
тех случаях, когда пациент в момент взятия испытывает го- 
ловную боль. 


У пациентов с ИГБ в препа о 
сутствии боли, концентрация морфинопод 


ратах СМЖ, полученных при от- 
бных факторов в 3— 
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ли. ь 

Я концентрация МПФ (55,5 пмоль/мл) 
СМЖ пациента с синдромом Гуиллейна — Барре. 

Несмотря на предварительный характер полученных резуль- 
татов, различия в содержании МПФ в СМЖ пациентов с ИГБ, по- 
лученных в периоды отсутствия и обострения боли, кажутся обна- 
деживающими. Действительно, если морфиноподобные факторы 
участвуют в механизме ИГБ, то для колебаний обмена морфино- 
подобных факторов можно ожидать типичную хронопатологию, 
как для головной боли при мигрени. 

Приведенные здесь предварительные исследования представ- 
ляют собой оригинальный подход к выяснению механизма одного 
из наиболее распространенных заболеваний, каким является идио- 


патическая головная боль, приводящая миллионы лю 
бочее состояние. 


Если подтве 
быть выделена 


отмечена в 


дей в нера- 


рдится центральная теория боли, то ИГБ может 
в четко очерченную нозологическую систему с ге- 
нетическими нарушениями антиноцицентивной системы. Наиболее 
привлекательным в настоящее время кажется предположение об 


участии в этом заболевании пептидэргических и моноаминэргиче- 
ских нейронов. 










* 


Мы выражаем глубокую признательность Данило Бекоцци 
и мисс Анни Ланг за помощь при переводе материала. 
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4 раза выше, чем в препаратах СМЖ, полученных в период обост. 
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ПРЕДМЕТНЫЙ УКАЗАТЕЛЬ 


Абстиненция, подсчет интенсивности 


335 

— синдром 259 

Аденилатциклаза, влияние О-А!а-ме- 
тионин-энкефалинамида 207 


— — инъекций каиновой кислоты 
232 
— — опиатов 291 
Адреналэктомия и секреция пролак- 
тина 195 
— содержание В-эндорфина и энке- 
фалинов 99 
АКТГ, секреция 
183 
— — совместная с 
116 
— иммуноцитохимический 
135 
— и В-липотропин 135 
— — опиоиды 183 
ь. фрагмент М-концевой 38 
или О 279 
купунктура см. Электроакупунктура 
:А]а-метионин-энкефалинамид, анти- 
_ оцицептивное действие 201 
и аденилаткиклаза 207—208 
— — дофаминэргическая передача 
237—238 > : 
— — кортикальная 
ская система 208 
— налоксон 204 
— налтрексон 236—237, 238 
— обмен дофамина 204 . 
— содержание сСМР 235, 241 
— — диоксифенилуксусной кисло- 
Ты 238—241 р = 
`_ Каталептогенный 201 
й эффект 
Амелетин 21 т 
‘игдалофугальный путь, идентифи- 
ы ация энкефалинов 84 
„инопептидаза 58 
альгезия взаимосвязь с кататони- 
ей 327—330 
— ВлАяние гипофизэктомии 350 
_ Вызванная стимуляцией 14 
т стрессом 138 
$ морфином и энкефалинами 287 
бращение налоксоном 138, 318 


аденокарциномой 


В-эндорфином 


анализ 


норадренэргиче- 





— при электроакупунктуре 344—353 

— роль некоторых участков мозга 70 

— эндогенная роль эндорфинов 315 

Ангиотензиназа 22 

Анодинин 308 

Антисыворотки к эндогенным опиои- 
дам 81—82 

Апоморфин 215, 229 у 

— влияние на содержание сСМР 231 

— индукция вращения у крыс 265 

Атрофия церебральная, содержание 
вазоактивного пептида кишечника 
27 

Ацетилхолин в мозжечке 26 

— — стрионигральном тракте 219— 
221 

— и мускарин 44 

— метаболизм влияние В-эндорфина 
224 

— нейромедиаторные функции 25 


Бактитрацин 244 
Беспокойство, влиян 
Бледный шар, обмен 


224 
лины 125—129 


— — энкефа 
Боль идиопатическая, морфиноподоб- 


ные факторы 357—360 
Бомбинин 
Брадикинин 23 


ие налоксона 144 
ацетилхолина 


анальгезии 323 


ество Рв 3 
Во ройничного нерва 


а 2 СИСТЕМ@. -1] 
120 

== — три г 

— — экстрапирамидной 


125 


онигральном тракте 219 
системе 


рантность к морфину 19 


— — и толе 
— — — энкефалины 75 
х 970 
индром 27 
ллюцинаторный с з 
аллюцинации, влияние  налоксона 


142, 330—331 
Галоперидол, В 
пролактина 


лияние на выделение 


361 


362 


Галоперидол, влияние на сСМР 231 
— — — энкефалины 222 
— и обмен дофамина 264 р 
— — В-эндорфин, сравнительный 
анализ действия 112—114 
— поведенческие эффекты 112 
ГАМК 171, 209, 218 
— в мозжечке 228—229 
— — стрионигральном 
220 
— — хвостатом ядре 225—226 
— и мусцимол 44 
Гамма-аминомасляная 
ГАМК 
Ген, первичный 40 
Гидроцефалокринный механизм тран- 
спорта 27 
«Гиперчувствительность, связанная с 
неиспользованием» 260 
Гипоталамус, деафферентация 
195 
— энкефалины 158 
Типофиз, влияние эндорфинов 178— 
183, 185—191 
— энкефалины 99, 185—191 
Гипофизэктомия, влияние на акупунк- 
турную анальгезию 350 
— — — эндорфины 99 
ГМФ циклический см. 
СМР (сСМР) 
Гормон роста, выделение на акупунк- 
турную анальгезию 350 


тракте 219, 


кислота см. 


194, 


Циклический 


Дексаметазон 181—182 

Декстрорфан 265, 266, 268 

Дигидроморфин и опиатные рецепто- 
ры 272, 273 

— стереоспецифическое 
264, 265 

3,4-Диоксифенилуксусная кислота 931 

— — в стриатуме влияние О-А!а-ме- 


а 204, 287 — 
40 


Диэнцефалон, содержание опиоидных 
пептидов 101 

— энкефалин-положительные 
ны 64 

Диэтилдитиокарбамат, подавление са- 
мостимуляции 299 

ДНК, профиль плавления 280 

Дофамин, взаимодействие с энкефа- 
линами 200, 207 

— В мозжечке и хвостатом ядре 299 

— — стриатуме` 243, 248, 249 


рат стрионигральном пути 218, 219, 


— и морфин 200 


связывание 


нейро- 
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— обмен, влияние Р-А!а-мети 
кефалинамида 204—207 
са ^оРФина и о талоперидола 

— подавление секреции 
194, 197 

— рецепторы в стриатуме 964 

Дофаминэргический путь, влияние 
О-А!а-метионин-энкефалинамида, 
239 

— — в стриатуме, влияние энкефа- 
линэргической системы 258 

Дэйла гипотеза 25 


ОНИН-эн- 


пролактина 


Желудочно-кишечный тракт, энкефа- 
линсодержащие нейроны 68 


Зависимость и 
53—54 


эндогенные опиаты 


Иглоукалывание см. Электроакупунк- 


тура 

Интернейроны энкефалинсодержащие 
94 

Каиновая кислота, влияние на аде- 


нилатциклазу 2382 

— — — — сОМР 230—233 

— — — — гуанилатциклазу 232 _ 

— — инъекция в стриатум 257, 258 

Каллидин 23 

Кардиолипин 282, 284 

Карнозин 22 

Кататонический синдром 326 

Кататония и гипотермия 328 

— связь с анальгезией 327—330 

Катепсин 22 

Каудопутамен энкефалины 128 

Кетоциклазотоцин 270 

Кининоген 23 

Клазопин 221 

Клетки АРОР, концепция 35—36, 40 

Клетки, захватывающие и декарбок- 
силирующие предшественники ами“ 
нов см. Клетки АРОР 

Колхицин, выявление энкефалин-по- 


ложительных нейронов 63—68 | 
— при изучении флуоресценции энке^ 

фалинов и нейротензина 82 ы 
Кортикостероиды, влияние на опиат 

ную активность в гипофизе Бат 
Кровь, эндорфины 190—191, 308— 








< — В-эндорфив 
[Е нимуногистох! 
$—137 
— содержание в 
— структура 36 
НЛПГ сл, В-Ли 
Люлиберин, ср. ‹ 
половой агглю’ 
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Леваллорфан 265, 266 

‘Лейцин-энкефалин см. 
ЛИН 

Лей-энкефалин см. также Энкефали- 
ны, Эндорфины 

— антисыворотка 81—82 

_ в анальгезии 327 

— — подкреплении навыка 20 

— — стриатуме 248—258 

— отделение от мет-энкефалина 
149—150 

— радиоиммунологический тест 118— 
119, 248—250 

— радиорецепторный тест 250 

— рецепторы в стриатуме 244—248 

Лимбическая система 204, 205 

Липиды в регуляции синтеза РНК 
282—284 

8-Липотропин и АКТГ 135—138 

— — В-эндорфин 137 

— иммуногистохимический анализ 
134—137 

— содержание в мозгу 134 

— структура 36 

В-ЛПГ см. В-Липотропин 

Люлиберин, ср. с а-МСГ и фактором 
половой агглютинабельности 39 


Лей-энкефа- 


Мет-энкефалин (метионин-энкефа- 
лин) см. также Эндорфины; Энке- 
фалины 

— аденилатциклаза 291 

— антисыворотка 81—82 

— в анальгезии 327—328 

— — спинном мозгу 66 

— — стриатуме 222 

— Деградация 200 

— действие в уаз Аеегепз 289—290 

ыы от лей-энкефалина 149— 


— распределение 87—92 
индалина, центральное ядро 80 
озг, В-липотропин 133—134 
— промежуточный см. Диэнцефалон 
— ренин-ангиотензиновая система 
— ствол, опиатные рецепторы 273 
— распределение энкефалинов и 
нейротензина 87—92 
В-эндорфин 99 
— энкефалин-положительные  волок- 
на 63—68 
т энкефалины 99 
озжечок 26—27 
__ возбуждающий фактор 26 
— содержание ГАМК 228, 229, 233 
— — сОМР 228—241 
тракт в стриатум 229 


Морфин в анальгезии 328 
— влияние на сСМР 935 
— зависимость, влияние на с 
ние энкефалинов 172—175 
и аденилатциклаза 29] 
— с@МР 235, 241 
— дофамин 200 
— мет-энкефалин 286—293 
— норадреналин 200 
— — В-эндорфин 277—284 
Моторная активность и эндогенные 
опиоиды. 53 
а-МСГ 35 
В-МСГ, структура 36 
Мускарин и ацетилхолин 44 
Мусцимол, влияние на сСМР 234 
— и ГАМК 44 
Мышиный уаз де{егепз 289 


одержа- 


Налоксон в изучении анальгезии 347 

— влияние на галлюцинации 142, 
330—331 

— и О-А!а-метионин-энкефалинамид 
204 

— — отвращение к привычному нар- 
котику 355 

— — электроакупунктура 355 

— — эндорфины 916 > 

— обращение анальгезии 287 

Налтрексон, взаимодействие с В-эн- 
дорфином 194—195 

— и Р-А!а-метионин-энкефалинамид 
236—237, 238 

— — эндорфины 316 

Нейрогормоны 15—28 ь 

Нейролептические препараты 229 

Нейропептиды см Нейрогормоны 

Норадреналин и морфин 200 х 

Норадренэргическая система корти- 
кальная влияние р-А1а-метионин- 
энкефалинамида 208 


Обезболивание см. т: 
й птиды 21, 
Обучение, нейропе \ 
 Оксидофамин, влияние на рецепто 
ы энкефалинов 954, 255 
Опиаты эндогенные См. Эндорфины, 
Энкефалины з 
о к привычному наркоти 
ку и налоксон 


Память долговременная, усиление 


энкефалином ы 
Пептид, вызывающий 


кишки 
Пептидилдипептидаза 58—60 


сокращение 
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Пептиды, 
ем 21 
— цветовой дискриминации 21 
Поведение, влияние галоперидола 
112 
— подкрепленное пищей, подавление 
| энкефалинами 304 
— эмоциональное и энкефалины 163 
| Поведенческие реакции на эндорфины 
й 112—116 
| Подкрепление с усилением и сниже- 
нием побуждения 295 
Полосатое тело см. Стриатум 
Пролактин, секреция, влияние дофа- 
мина 194, 197 
— — — эндорфинов 192—198 
— эффект галоперидола 196 


индуцированные обучени- 























Радноиммунологический метод выяв- 
ления  лей-энкефалина 118—119, 
133, 165—177, 248—950 

Радиорецепторный метод выявления 
лей-энкефалина 133, 250 

Реактивность перекрестная антисыво- 
роток 94, 98, 248, 249 

— — — измерение 119 


— — — к энкефалину с миелином 
107 

Рецепторы опиатов см. Эндорфины, 
рецепторы; Энкефалины, рецепторы 


РНК, синтез, влияние липидов 282— 
284 


Серотонин в антиноцицептивной си- 
стеме организма 358 

Синапсы аксон-аксонные 176, 258, 316 

Слуховая система и энкефалины 89 

Соматостатин в анальгезии 393 


— подавление эффектов эндорфинов 
19 


Спинно-мозговая жидкость, н 
тиды 27 

Стресс, индукция анальгезии 138 

Стриатум, дофамин 243 

— инъекция каиновой кислоты 957— 
258 

— лей-энкефалин 248—958 

— Локализация эндорфинов 254—958 

— мет-энкефалины 292 

— рецепторы дофамина 964 

— — энкефалинов 239, 254, 255 

— связь с мозжечком 299 

— эндорфины 243—262 

— — выявление 248—254 

— энкефалины 170—172 


ейропеп- 
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Трифосфатдилинозит 283, 284 


Фактор Ес 


Фиксация ткани нагреванием 101 


Фиксация ткани перфузией формаль- 


дегидом 103 
Фолча экстракт 409 
Фосфатидилсерин 283 
Фосфатидилхолин 283, 284 
Фосфатидилэтаноламин 283, 284 


Хвостатое ядро, 
нов 237—240 
— — ГАМК 225—296 


— — ГАМК-эргические нейроны 295 


— — действие энкефалинов 239 

— — дофамин 229 

— —_ каудато-мозжечковый тракт 
229 

Холинацетилаза 257 

Хроматин 277, 278 

Хроматография аффинная для мет- 
энкефалина 156 

— жидкостная под высоким давлени- 
ем для энкефалинов 148—154 

— обратно фазная для нейропепти- 
дов 153 


— тонкослойная для мет-энкефалина 
161 


Цереброзидсульфат 284 

Циклазоцин 143, 331 

Циклический СМР 
жечке 228—294] 

— — — — влияние апоморфина 241 

Е же ы каиновой кислоты 


(СМР) в’ моз- 


Е О-А1а-метионий-энке- 
фалинамида 237—941 

а ела морфина 235 

а мусцимола 234 


Шизофрения и В-эндорфин 115 


Эйфорический синдром 270 

Электроакупунктура при анальгезии 
347—348 

— и гипофизэктомия 350 

— — облегчение боли 344 

— — налоксон 355 

— — эндорфины 344—353 

— У алкоголиков, курильщиков и У 
наркоманов 354—355 


влияние энкефали- 


— нммуноцитохи 
98—101 

— локализация 

— стабильность 
' — оруктура 36 
| - объективные 
_  - толерантност: 
_ `` Инлептогени 











Электростимуляция мозга и эндорфи- 
ны 141, 320 
Электроэнцефалограмма см. ЭЭГ 
а-эндорфин в гипофизе 187 
В-эндорфин 137—138 
_ биологическая активность 48, 49 
— в диэнцефалоне 101 
— — обезболивания 315, 324 
— взаимодействие с налтрексоном 
194—195 
— высвобождение с АКТГ 116 
— действие на наркомана 333—343 
— — — ЭЭГ 
— и галоперидол различие эффектов 
112—114 
— — В-липотропин 137—138 
— — обмен ацетилхолина 224—226 
— — синтез РНК 279 
— — скорость дыхания 338 
— — ЕК 33-824 215 
— — шизофрения 
— иммуноцитохимическое выявление 
98—101 
— локализация и функция 99—116 
— стабильность 102 
— структура 36 
— субъективные эффекты 340 
— толерантность 111 
— эпилептогенное действие 110 
— В-Эндорфинподобная иммунореак- 
тивность 104—108 
У-Эндорфин 97 
Эндорфины см. также Энкефалины 
— абстинентный синдром 189 
— антагонизм соматостатина 
— в гипоталамусе 158 


— — гипофизе, влияние половой зре- 
лости 187 

— — крови 190—191, 308—313 

— — моче 308—313 

— — психических 
326—331 

320 СМЖ после электростимуляции 
— стриатуме 243—262 

— — выявление 248—254 

— — локализация 254—258 

— эндогенном обезболивании 

314—394 

— влияние гипофизэктомии 99 

— рорадация в клетках эндотелия 


расстройствах 


Е. акупунктурная анальгезия 
УР 

— — высвоб ктина 
ЗЕ ождение пролакт 


— - гормоны гипофиза 178—183 
— хорошее самочувствие 294—306 
— — энкефалины 98 
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а * 
т ЗЫ эффекты  111— 


— распределение 46—47 
== рецепторы 243—262, 270—275 
содержание в гипофизе 185—187 

== содержание в СМЖ при различ- 
ных болях 319 

— — при психозах 20 

— — снижение при хрони = 
лях 320, 391 ри хронических бо 

— толерантность 53, 111 

— фармакологическое изучение 131 

— функция в гипофизе 185—191 

Энкефалины см. также Эндорфины 

— антисыворотка 81—82 

— — применение 84—92 

— — специфичность 168—169 

— в бледном шаре 125—129 

— — гипофизе 99, 185—191 

— — диэнцефалоне 101 

— — интернейронах 94 

— — каудопутамене 128 

— — концевой полоске 84 

— — мозгу 99 

— — системе 
118—129 

— — стволе мозга 87—92 

— — участках мозга при самостиму- 
ляции 298—304 

— — экстрапирамидной системе 125 

— взаимодействие с дофамином 
200—210 

— влияние на выделение гормона ро- 
ста 178 

— выявление в телах нейронов 128 

— деградация 57—59, 102 

— действие на хвостатое ядро 239 

— и вещество Р 75 

— — слуховая система 89 

— — экстрапирамидная 
163 

— — эмоциональное поведение 163 

— — эндорфины 98—99 

— иммуногистохимическая локализа- 
ция 83—92 

— иммунореактивность В 
клеток 63—64 

_ — — телах нейронов 63 

ннактивация 56—60 

история открытия 44—46 

метаболизм 47—48 

модификация структуры 37—38 

относительная активность 48, 50 

подавление подкрепляемого пищей 

я 

—"радионимунопогический тест 133, 

_— 165 лиорецепторный тест 133 й 

22 разделение методом жидкостной 


тройничного нерва 


активность 


группах 


И 
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хроматографии под высоким давле- 
нием 149—154 

— распределение 46—47 

— — и биосинтез 155—164 

— рецепторы 254, 258 

— содержание в стриатуме 170—172 

— — влияние микроволнового облу- 
чения 169—170 

— — У  морфинозависимых крыс 
172—175 

— толерантность 53 


указатель 


— усиление долговременной па 
305—306 ых 

— функция 131 

— экстракция и определение количе- 
ства 132 

Эпилептообразный разряд 110 

Эрготамин 357 

Эрготионеин 26 

Эторфин 43 

— при изучении анальгезии 328 

ЭЭГ, влияние эндорфина 110—11} 


Педисловие 29 
Предисловие . 
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при пероральном введении 
Д. Рёмер, Х. Х. Бюшер) 

Взаимодействие между энкефалинэргическ и другими нейронными си- 
стемами (Е. Коста, В. Фратта, Ди. С. Хонг, Ф. Морони, Х.-Ю. Т. Янг) 











Стриато-церебеллярный тракт, контролирующии содер Зе циклического 
СМР в мозжечке. Роль дофамина, гамма-аминомасляной кислоты и 
энкефалинов. (Ж. Биегио, М. Ж. Корда, М. Казу, Г. Л. Гесса) 









Эндорфины и рецепторы 3 дорфинов в стриатуме, связь с дофаминэргиче- 
скими нейронами. (Ж. Шварц, А. Поллард, С. Ллоран, Б. Мальфрой, 


С. Грос, Ф. Прадельс, Ф. Драй) 





Синаптическая локализация опиатных рецепторов в стриатуме крыс. 


(А. Каренци, В. Фриджени, Д. Делла Белла) 
Опиатные рецепторы. Различное сродство к лигандам в разных участках 


У (Д. Делла Белла, Ф. Казаччи, А. Сасси) 





Действие морфина и В-эндорфина на синтез РНК. (Н.7М. Ли, Г. Г. Ло, 
Ч.-Х. Ли) : 


Сравнительные исследования морфина и метионин-э чкефалина ш \!\0 и 
п уго. Зависимый от генотипа ответ у двух различных линий мышей. 
(Г. Раканьи, Ф. Бруно, Е. Юлиано, Д. Лонжиаве, В. Манделли, 
Ф. Берти) а 


Эндорфины мозга и ощущение хорошего самочувствия: психобиологичес 
гипотеза. (Л. Стайн, Дж. Беллуци) 









ая 


Характеристика опиатоподобных соединений в крови и моче. (М. Вюстер, 
П. Лот, Р. Шульц) а > 


Роль эндорфинов в эндогенном обезболивании. (Л. Терениус) 


Указывают ли поведенческие эффекты эндорфинов на их участие в психи- 
ческих расстройствах? (А. Герц, Дж. Блёзиг, Г. Эмрих, К. Кордине, 
С. Пири, А. Кёллинг, Д. Церсен) я ЗЕЕ < © * 
В-Эндорфин. Субъективные и объективные эффекты при острой наркотиче- 
ской абстиненции у человека. (Д. Кэтлин, К. К. Хьюи, Г. Ло, Ч.-Х. Ли) 
Опосреду э : 
: редуют ли эндорфины акупунктурную анальгезию? (Б. Померанц) 
лияние налоксона -нг Е ; ‹ и ‹ 
м Й. р и ЕН акупунктурой анальгезию у наркома“ 
. ция, Дж. Андреуччи, Р. Сербо, Дж. Коломбо) - ь 





Морфинс 
О. 
добные факторы в спинномозговой жидкости пациентов с го: оВ- 


ными болях Ел 
А. НЫ г. ОТ, Б. Ансельми, Ц. Курради, С. Мичелацици, 


Предметный указатель 











